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3.1.2 Activador del plasminógeno urinario: uroquinasa (UK).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6.1.2 Direccionamiento de fármacos mediante RBC modificados en su superficie. "
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5.1. Ensayos de actividad fibrinolítica en exposición constante."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7.1 Conjugados químicos entre la estreptavidina y los activadores del plasminógeno. 
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7.2.1 Proteínas de fusión entre la fracción variable de anticuerpos y los activadores 
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7.2.2 Proteínas de fusión que combinan el núcleo de la estreptavidina con la 
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7.2.2.3 Cultivo, transfección de células embrionarias de insecto (línea celular S2) y 
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7.3.1 Ensayos cromatográficos: electroforesis en gel de poliacrilamida.!
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7.3.3.1.2 Ensayo de unión de la proteína de fusión purificada.!
7.3.3.1.3 Ensayos de la actividad amidolítica de la FP presente en el sobrenadante 
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8.2.3 Ensayo de hemolisis reactiva.!!
8.3 Ensayo in vitro de actividad de RBC-PA en coágulos.!"
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1.2 Susceptibilidad del tPA y sus derivados a los inhibidores plasmáticos: PAI-1 y 
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1.3 Actividad, unión y penetración de los PA en exposición interrumpida."
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2.2  Modificaciones de la SA y del PA con los agentes bifuncionales SATA y sulfo-
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2.2.1.2 Purificación de los complejos SA-TNK mediante FPLC.# 
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3.1 Un PA de diseño activable en el entorno protrombótico: UK-T."#
3.2 Producción y purificación de la proteína de fusión SA-UK-T.#
3.2.1 Caracterización bioquímica de los núcleos activos de la proteína de fusión.#
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3.2.3 Circulación y actividad de los complejos RBCb/SA-UK-T.#"
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BSA: Albúmina de suero bovina. 
Ci: Curio. 
cpm: Cuentas por minuto. 
D: Aspartato. 
DVT: Trombosis venosa profunda. 
EGF: Dominio tipo factor de crecimiento 
epidérmico. 
F: Dominio "dedo". 
FBS: Suero fetal bovino. 
Fg: Fibrinógeno. 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 
Fn: Fibrina. 
FP: Proteína de fusión. 
FPLC: Cromatografía líquida rápida de proteína. 
GPA: Glicoforina A. 
K1 y K2: Dominios kringle 1 y 2. 
kDa: kiloDalton. 
KRB: Tampón de Krebs Ringer. 
LC: Cadena larga 
LRP: Proteína relacionada con las lipoproteínas 
de baja densidad 
Lys: Lisina. 
M: Media. 
mFP: Proteína de fusión monomérica de 
estreptavidina urokinasa activable por 
trombina. 
MI: Infarto de miocardio 
mRK: proteína de derivada del tPA de ratón que 
combina los dominios kringle 2 y proteásico 
con resistencia frente a su principal 
inhibidor 
NHS: succinimidil ester 
P: Dominio proteásico 
PA: Activador del plasminógeno 
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAI-1: Inhibidor del activador del plasminogeno 1 
PBS: Tampón salino/fosfato 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PE: Embolia pulmonar 
PFC: Coágulo puro de fibrina 
Plg: Plasminógeno 
Pln: Plasmina 
PM: Peso molecular 
PPP: Plasma pobre en plaquetas 
RBC-PA: Complejos formados entre los eritrocitos y 
los activadores del plasminógeno 
independientemente del modo de unión. 
RBC: Eritrocito 
RBCb: Eritrocito biotinilado. 
 
RBCb/FP: Complejos formados entre los eritrocitos 
biotinilados y las proteínas de fusión con el 
núcleo de SA. 
RBCb/mFP: Complejos formados entre los eritrocitos 
biotinilados y la proteína de fusión 
monomérica 
RBCb/SA-PA: Complejos formados entre los eritrocitos 
biotinilados y los conjugados químicos 
estreptavidina activador del plasminógeno 
RBCb/SA-UK-T: Complejos formado esntre los eritrocitos 
biotinilados y la proteína de fusión 
estreptavidina urokinasa activable por 
trombina. 
RBCb/SA: Complejos formados entre los eritrocitos 
biotinilados y la estreptavidina 
Ret: Reteplasa 
RT: Temperatura ambiente 
S2: Línea celular embrionaria de Drosophila 
melanogaster 
SA-PA: Conjugado químico entre la estreptavidina 
y cualquiera de los PA 
SA-UK-T: Proteína de fusión estreptavidina urokinasa 
activable por trombina 
SA: Estreptavidina 
SATA: N-Succinimidil S-acetiltioacetato 
sc-UK: Urokinasa de cadena sencilla 
scFv: Fracción variable de un anticuerpo de 
cadena sencilla 
SDS: Dodecil sulfáto sódico 




Ter119-mRK: Proteína de fusión que combina Ter119 con 
mRNK 
Ter119-UK-T: Proteína de fusión que combina Ter119 con 
UK-T 
Ter119: Fracción variable de un anticuerpo de 
cadena sencilla que reconoce la glicoforina 
A de ratón 
TNK: Tenecteplasa 
tPA: activador del plasminógeno tisular 
UK: Urokinasa 
UK-T: Urokinasa activable por trombina 
UK: Urokinasa 









%ID: Porcentaje de la dosis inyectada. 
%ID/T: Porcentaje de la dosis inyectada/tejido. 
A: Alanina. 
Ac: Anticuerpo. 
ACV: Accidente cerebrovascular. 
AP: Antiplasmina. 








Cardiovascular diseases represent the first cause of death in developed countries 
and have become a serious clinical problem in terms of treatment and hospital costs. 
Available pharmacological approaches are rather restricted and have shown severe 
limitations due to harmful side effects. 
Plasminogen activators (PA) evolve as the first choice agent to treat acute and 
symptomatic vasoocclusive diseases; however, the weakness of their clinical development 
lies both in the lack of systematic comparative studies among the existing drugs and their 
experimental models, and in the inadequate application to surgical patients.  
This work tries to fill this gap and focuses on the improving of a new and 
promising pharmacological approach, in which a plasminogen activator is associated to 
the red blood cell (RBC) surface. From this privileged location, the fibrinolytic agent I) 
extends dramatically its half life, reducing the required doses and its side effects, II) 
remains in circulation, where its activity is required, and III) dissolves specifically the 
nascent, pathological clots, while preventing the dissolution of the haemostatic, good 
ones. 
In order to succeed, work started by deeply analyzing the available and most 
extended clinical plasminogen activators, both in vitro and in vivo, and found interesting 
concepts about their sensitivity to plasma inhibitors and their capacities to act on  the 
clots at different levels. The obtained data also suggested that reteplase could be an 
interesting approach to treat easily accessible thrombi/emboli, based on its capacity to 
diffuse within the clot matrix, improving clot dissolution both from the outside and from 
the inside. The methodological procedure gathered these results from the dissolution of 
clots of a) extremely controlled composition, b) selectively adjusted drug concentrations, 
and c) elaborated platforms to picture all possible pathological approaches. These results 
were reproduced, as well, in an extensively validated murine model of pulmonary 
embolism, which mimics the in vivo pathological environment. 
However, none of the studied clinical drugs offered enough possibilities for direct 
conjugation to RBC. Thus, subsequent efforts focused on an innovative fusion protein 
approach, where the cores of two major proteins, in this case a universal bridging 
streptavidin core (SA) along with the latent thrombin-activatable urokinase (UK-T), 
resulted in a promising RBC delivery. The generated conjugate is capable of being 
universally tested across different animal and human platforms and, more importantly, it 
is selectively activated within the nascent clot environment, not showing activity or 
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sensitivity to PA inhibitors in other blood locations. This approach went even further with 
the generation of a fusion protein, which retains the major characteristics of the SA-UK-T 
complex, but  markedly reduces its affinity for biotin by impeding tetramerization of the 
SA core (mFP). This new fusion protein included the ability to control its permanence in 
circulation by using pure SA, which will displace the mFP from the RBC carrier. These data 
were generated using a) precisely adjusted cell culture system for the production of the 
fusion protein, as well as phage display and genetically engineered plasmids, b) 
biochemical characterization and activity analysis of the protein purification and its RBC 
conjugates, c) studies of their maintenance in the bloodstream by using doubly 
isotopically labeled  conjugates, and d) demonstration of their fibrinolytic capacity on 
nascent autologous blood clots. 
Altogether, this work demonstrated the ability to generate therapeutical 
approaches both at the level of conventional drugs and at the level of new drug delivery 
agents. At the same time, it offers some hope for the improvement of the clinical 
management of cardiovascular patients, especially  for those who require a surgical 
procedure and will be exposed to a higher risk of coagulation. Such hope resides in the 
development of a conjugated RBC with a promising and displaceable latent plasminogen 
activator, which only dissolves pathological clots and could be eliminated when its activity 








Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de muerte 
en el mundo. Los informes de la Organización Mundial de la Salud [1] las muestran no 
solo entre las enfermedades con mayor índice de muerte en los paises desarrollados, sino 
también a nivel mundial (tabla 1I). De hecho, se estima que aproximadamente un 33% 
de la población mundial sufre este tipo de patologías, destacando los procesos 
tromboembólicos, no solo como causa de morbi-mortalidad [2, 3] sino también como 
causa de discapacidad [4]. Por todo ello, estas patologías representan un problema de 
primer orden y la búsqueda de nuevos tratamientos una necesidad. 
 
1. PATOLOGÍAS OCLUSIVAS DE LOS VASOS SANGUÍNEOS. 
Las patologías oclusivas, causadas por la obstrucción de los vasos sanguíneos, 
producen accidentes tan importantes como el infarto agudo de miocardio (AMI), las 
tromboembolias cerebrales o pulmonares, la trombosis venosa profunda o las 
obstrucciones arteriales periféricas, entre otros. Estas patologías se deben a la 
desregulación de dos procesos íntimamente relacionados y esenciales para el 
mantenimiento del organismo: la coagulación y la fibrinolisis. Ambos procesos se 
producen por mecanismos en cascada proteolítica, y su descompensación, por exceso o 
déficit de alguno de sus factores, dará lugar a problemas trombóticos y/o hemorrágicos.  
Los estados protrombóticos los podemos clasificar en dos grandes grupos: 1) 
hereditarios, como el factor V de Leiden, las deficiencias en diversos factores de la 
  Nivel mundial  Países desarrollados  
  Principales causas de muerte % Muertes Principales causas de muerte % Muertes 
1 Enfermedad isquémica de corazón 12,2 Enfermedad isquémica de corazón 16,3 
2 Enfermedad cerebrovascular 9,7 Enfermedad cerebrovascular 9,3 
3 Infecciones respiratorias bajas 7,1 Cáncer vías respiratorias  5,9 
4 Enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica. 
5,1 Infecciones respiratorias bajas 3,8 
5 Diarrea  3,7 
Enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica. 3,5 
6 HIV/AIDS 3,5 Alzheimer y otras demencias 3,4 
7 Tuberculosis 2,5 Cáncer de colon y recto 3,3 
8 Cáncer vías respiratorias  2,3 Diabetes mellitus 2,8 
9 Accidentes de tráfico 2,2 Cáncer de mama 2 
10 Nacimiento prematuro o de bajo peso 2 Cáncer de estómago 1,8 
Tabla 1I. Modificada de: “The global burden of disease: 2004 update” [1].  
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coagulación y de la fibrinolisis (proteína C, proteína S, deficiencias de los activadores del 
plasminógeno, PA; plasminógeno, Plg; exceso del inhibidor principal de los PA, el PAI-1 
[5-10]); y 2) adquiridos, como el lupus, el cáncer o los síndromes mieloproliferativos. 
Además, existen factores de riesgo que predisponen a los pacientes a las trombosis, como 
la enfermedad aterosclerótica [11], la insuficiencia cardiaca congestiva [12], las 
neoplasias malignas [13], la inmovilidad [14], infecciones [15], tratamientos 
farmacológicos (anticonceptivos orales, tamoxifeno) [16, 17], hábitos de vida 
(tabaquismo, sedentarismo) [18, 19] y situaciones especiales como el embarazo, el 
puerperio o los procesos quirúrgicos y su rehabilitación [20-22]. De hecho, es bastante 
común que diversos procesos quirúrgicos como las cirugías vasculares (baipás coronario, 
implantación de stents, endarterectomía de la carótida, etcétera) o las cirugías 
ortoprotésicas (sustituciones de cadera o de rodilla entre otras) se asocien con trastornos 
trombóticos. Dichos trastornos, engloban procesos de retrombosis y/o trombosis distales, 
producidos por inmovilizaciones prolongadas o por la generación de émbolos que migran 
hacia las áreas cerebral o pulmonar donde ejercen su efecto lesivo. Es, en especial, 
durante las primeras 48-72 horas cuando se debe aplicar un proceso tromboprofiláctico 
capaz de eliminar estos coágulos en formación [23, 24], pero sin atacar a los coágulos 
hemostáticos que taponan la herida quirúrgica. Lamentablemente, el abanico de drogas 
tromboprofilácticas es extremadamente limitado y tan solo engloba agentes 
anticoagulantes como por ejemplo las heparinas de bajo peso molecular. 
También cabe destacar que en el caso de infartos de miocardio, isquemias y 
embolias cerebrales, la ruptura de los trombos inducida per se o por la terapia 
trombolítica inicial puede producir nuevos episodios trombóticos por los fragmentos 
liberados [23]. 
 
2. EL PROCESO HEMOSTÁTICO. 
La hemostasia consiste en la detención de una hemorragia de un modo 
espontáneo o por medios físicos o químicos, evitando la pérdida de sangre. El proceso 
hemostático se inicia cuando la sangre y el revestimiento endotelial quedan expuestos al 
tejido conjuntivo tras la ruptura de la pared vascular. 
Al romperse un vaso se suceden los siguientes eventos tendentes a evitar dicha pérdida 
de sangre: I) espasmo vascular, que disminuye el flujo limitando la pérdida de sangre y 
evita la dilución de los factores de la coagulación, II) formación del tapón plaquetario 
Introducción 
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mediante los trombocitos que interactúan, a través de sus receptores, con diversas 
sustancias (colágeno, epinefrina, trombina, factor de von Willebrand, Fg, etcétera) 
produciendo la adhesión y la activación plaquetaria, exponiendo una superficie 
protrombótica y provocando la liberación granular con sustancias procoagulantes y 
proagregantes, III) formación del coágulo de fibrina (Fn) a través de un mecanismo en 
cascada proteolítica que convierte el fibrinógeno (Fg) soluble en Fn, que polimerizará 
alrededor del lugar de la lesión y será estabilizado por el factor XIII (fig. 1I). El coágulo 
de Fn reforzará el tapón plaquetario y protegerá al tejido dañado durante el proceso de 
reparación. Además, el Fg al transformarse en Fn sufre cambios conformacionales que le 
permiten interaccionar con distintas moléculas que participan en distintos procesos: PA, 
Plg, fibronectina, receptores celulares, etcétera. Finalmente, se produce la proliferación 
del tejido fibroso (proceso de cicatrización) [25-28]. Una vez el coágulo haya realizado su 
función, éste se eliminará mediante la activación del proceso fibrinolítico. 
 
 
Figura 1I. Representación esquemática de la cascada de la coagulación y la fibrinolisis. Los números romanos 
indican el tipo de factor de la coagulación; fibrinógeno: Fg; fibrina: Fn; plasminógeno: Plg; plasmina: Pln; activador tisular 
del plasminógeno: tPA; Uroquinasa: UK;  fosfolípidos: FL; Complejo Xasa: Xasa. En rojo se indican algunos de los 
inhibidores que controlan la coagulación y la fibrinolisis: inhibidor del activador del plasminógeno 1: PAI-1; 2-
antiplasmina: AP; antitrombina III: ATIII; inhibidor de la vía del factor tisular: TFPI; Inhibidor de la fibrinolisis activable por 
trombina: TAFI.  
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3. EL PROCESO FIBRINOLÍTICO. 
3.1 Los PA endógenos. 
En los homínidos existen dos activadores del plasminógeno endógenos que son el 
activador tisular del plasminógeno (tPA) y la uroquinasa (UK), nombrados a partir de su 
primera fuente de purificación: tejidos [29] y orina [30, 31], respectivamente. Los PA 
endógenos son enzimas catalíticas que convierten al Plg zimogénico en Pln activa, la cual 
digiere el entramado de Fn del coágulo. No obstante, los PA también están implicados en 
múltiples procesos neurobiológicos, tumorales, reparación de heridas, etcétera [32, 33]. 
En la naturaleza encontramos PA de distintos orígenes: derivados de bacterias, como 
pueden ser la estreptoquinasa (SK) [34, 35] o la estafiloquinasa (SFK) [36]; derivados de 
la saliva de murciélagos hematófagos, la desmoteplasa (DSPA) [37] y derivados del 
veneno de serpientes, como la alfimeprasa (ALF) [38, 39].  
3.1.1 Activador del plasminógeno tisular: tPA. 
3.1.1.1 Estructura. 
El tPA es una serín proteasa de 68 kDa (EC 3.4.21.68). Se trata de una 
glicoproteína de 530 aminoácidos, la cual ejerce sus efectos primeramente en el sistema 
vascular. El tPA se produce principalmente por las células endoteliales y es secretado a la 
circulación. La concentración normal en plasma es de 70 pM (tabla 2I), sin embargo la 
mayor parte se encuentra acomplejado con el PAI-1 en la circulación. En su estructura 
(fig. 2I a) tPA presenta 17 puentes disulfuro y una Cys libre en posición 83 [40]. Muestra 
varios dominios: I) dedo (F; residuos 4-50), se une a la Fn de un modo Lys 
independiente, II) dominio parecido al factor de crecimiento epidérmico (EGF; residuos 
50-87), media la eliminación del tPA a través de la unión a receptores de manosa, III) 
“kringle” 1 (anillo, K1; residuos: 87-176), se piensa que ejerce un papel potenciador de la 
unión independiente de Lys y en la eliminación de la droga, si bien sus funciones no se 
han podido determinar fehacientemente, IV) “kringle” 2 (anillo, K2; residuos: 176-256), 
produce la unión dependiente de Lys y V) el dominio proteásico (P; residuos: 276-530). Al 
ser una serín proteasa su dominio catalítico comparte muchas similitudes con los de otras 
enzimas de la misma familia. Su estructura cristalográfica muestra una estructura en 
bucle en el entorno de la Arg299 exhibiendo 5 residuos (Arg298-Arg-Ser-Pro-Gly302) 






Otro aspecto importante de ésta molécula es su glicosilación. El tPA tiene cuatro 
puntos potenciales de glicosilación (Thr61, Asn117, Asn184, Asn448). El primero de ellos 
se encuentra fucosilado mientras que los otros tres puntos poseen estructuras tipo 
oligomanosa. La glicosilación influye en las propiedades biológicas del tPA, de tal manera 
que puede alterar su afinidad por la Fn, su actividad fibrinolítica y juega un papel 
importante en su eliminación [45]. 
a                         tPA b                              UK 
  
Figura 2I. PA endógenos. Representación esquemática en la que se muestran tPA y UK con sus dominios 
estructurales: Dedo, EGF, Kringles y el dominio proteásico; (a) Modificado de: “Thrombolysis: newer thrombolytic agents 




Molécula Concentración (M) 
Tabla 2I. Principales moléculas implicadas en 
la regulación de la fibrinolisis: activadores e 
inhibidores. Modificado de “New insights into the 
molecular mechanisms of the fibrinolytic 
system”[44]. Nótese la abundancia relativa de los 
inhibidores frente a los activadores. tPA: activador 
del plasminógeno tisular; UK: uroquinasa; Plg: 
plasminógeno; Fg: fibrinógeno; PAI-1 y 2: inhibidor 
del activador del plasminógeno 1 y 2; TAFI: 
inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina.  
Fg 1,5-4 mg/ml[26] 
Activadores 
tPA 70 pM 
UK 40 pM 
Plg 2 M 
Inhibidores 
PAI-1 y 2 200-400 pM y <70 pM 
TAFI 75 nM 
2-Macroglobulina 3 M 
Protrombina 1-2 M 
2-Antiplasmina 1 M 
C1-inhibidor 1,7 M 
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3.1.1.2 Propiedades enzimáticas. 
El tPA se secreta como molécula de una sola cadena pero es fácilmente convertida 
en una molécula de cadena doble mediante la hidrólisis proteolítica producida por la Pln 
entre las Arg275-Ile276. Esta transformación a molécula de doble cadena potencia su 
capacidad fibrinolítica. Sin embargo, la molécula de cadena sencilla en presencia de Fn es 
casi tan activa como la forma de doble cadena [46]. El que ambas formas fueran activas 
ha motivado la búsqueda de nuevas variantes zimogénicas mediante mutagénesis dirigida 
[47, 48]. 
El tPA produce la hidrólisis proteolítica del Plg entre los residuos Arg561-Val562, 
convirtiéndolo en Pln. Aunque el tPA no solo actúa sobre el Plg, éste es su principal 
sustrato, y a las concentraciones fisiológicas de tPA y Plg, solo se generará Pln en 
presencia de Fn [27]. De este modo, tPA posee una limitada capacidad plasminogenolítica 
en ausencia de Fn, pero en su presencia la activación del Plg se potencia sustancialmente. 
De hecho, los cambios conformacionales que se suceden en la conversión del Fg a la Fn 
exponen los puntos de unión para tPA y Plg actuando como acelerantes de la conversión 
del Plg en Pln. Por otro lado, tanto la molécula de cadena sencilla como la de cadena 
doble de tPA se unen de un modo comparable a la Fn, si bien la primera se encuentra 
ligeramente favorecida [49]. Además, en la molécula de Fn se han identificado múltiples 
puntos de unión para tPA y Plg, como muestra la figura 3I [27], donde la presencia del 
Plg aumenta la afinidad del tPA por la Fn, aproximadamente en 20 veces [46, 49-51], lo 
que se explica por la formación de complejos ternarios entre tPA, Plg y Fn. La formación 
de estos complejos ternarios ofrece cierta protección frente a la inhibición de la Pln y 
favorece la interacción local [52-55]. Por lo tanto, la Fn no es sólo el sustrato final de la 
Pln, sino que es un elemento activo en el proceso fibrinolítico que actúa como cofactor del 
tPA y Plg, convirtiéndose en un elemento regulador. 
 
Figura 3I. Representación esquemática de los epítopos de unión para tPA y Plg dependientes e 




El tPA, tanto libre como acomplejado con sus inhibidores (por ejemplo, tPA-PAI-1), 
se elimina rápidamente de la circulación a través de los receptores de las células 
endoteliales, de los hepatocitos y de las células de Kupffer. Se ha observado como en 
sujetos sanos, el tiempo de vida media del tPA en circulación (t1/2) es aproximadamente 
3-5 minutos [56, 57]. 
Existen diferentes vías de eliminación del tPA mediadas por receptores: a través de 
los de manosa, de fucosa [58] y los de proteína relacionados con las lipoproteínas de baja 
densidad (LRP) [59]. La identificación de estos mecanismos de eliminación vía receptores 
que reconocen residuos glucídicos llevaron a desarrollar la reteplasa (Ret) y la 
tenecteplasa (TNK) en las cuales se eliminan o sustituyen los puntos de glicosilación, 
respectivamente, incrementando su biodisponibilidad [60, 61] (tabla 3I, figs. 2I y 4I). 
La otra vía principal de eliminación del tPA involucra los receptores LRP [59], los 
cuales median la eliminación de la apolipoproteína E, toxinas, citoquinas, complejos de la 
2-macroglobulina con proteasas, tPA libre, y los complejos tPA/PAI-1 y UK/PAI-1. 
Además, la formación de complejos de tPA con PAI-1 incrementa la relación de 
eliminación por LRP al menos diez veces en comparación con el tPA libre [62].  
Otro tipo de receptores de LRP multiligando, tales como la glicoproteína 330 y la 
130-kDa VLDL receptor, también pueden mediar la eliminación del tPA libre o 
acomplejado con PAI-1 [63]. 
 
3.1.2 Activador del plasminógeno urinario: uroquinasa (UK). 
Este PA (EC 3.4.2.73) fue aislado primeramente de orina, lo que dio lugar a su 
nombre, donde se encuentra a concentraciones de 40 pM (tabla 2I) y se sintetiza por 
distintos tipos celulares: fibroblastos, células epiteliales, monocitos y macrófagos [64-66]. 
Aunque también la secretan las células endoteliales bajo estímulos específicos [67, 68] (la 
endotoxina o el factor de necrosis tumoral). La UK activa el plasminógeno en ausencia de 
Fn a diferencia del tPA. Esta importante característica generó la visión errónea de que el 
tPA actúa en la vasculatura realizando la fibrinolisis, mientras que el papel principal de la 
UK se encuentra en procesos de degradación de la matriz extracelular y migración celular; 
propios de la reparación de heridas, procesos inflamatorios, embriogénesis, invasión de 
células tumorales y metástasis [69, 70]. Estas funciones del sistema de la UK no 
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argumentan en contra de su importancia en la degradación de los coágulos en la 
vasculatura [71]. 
3.1.2.1 Estructura. 
La UK se produce como una molécula zimogénica de 54 kDa (pro-UK o UK de 
cadena sencilla, sc-UK). Se trata de una glicoproteína de 411 residuos que contiene tres 
dominios (fig. 2I b): un dominio EGF (residuos 5-49), un dominio “kringle” (residuos 50-
131) y el dominio proteásico (residuos 148-411) [44]. El dominio EGF interactúa con el 
receptor de UK (uPAR) que se encuentra en múltiples tipos celulares. El dominio “kringle” 
no tiene afinidad por la Fn y su función no es clara, aunque parece que estabiliza la 
interacción UK/uPAR [72]. Por último, el dominio proteásico contiene la triada catalítica 
en: His204, Asp255 y Ser356 [73], encargada de su actividad enzimática. UK posee una 
fucosa en Thr18, la cual parece intervenir en su eliminación y en su capacidad mitogénica 
[74]. Existen dos sitios de fosforilación en la Ser138 y en la Ser303, una vez fosforilada, la 
UK disminuye su interacción con células y PAI-1 [75]. 
La UK se ha caracterizado por tener dos formas activas: la UK de alto peso 
molecular y la de bajo peso molecular [76]. Estas son, respectivamente, la UK de cadena 
completa y la UK en su forma hidrolizada en Lys135-Lys136, que cede el fragmento amino 
terminal (dominios EGF y K), dejando 21 residuos amino terminales junto con el dominio 
proteásico. De este modo, la UK hidrolizada (aminoácidos 136-411) no interaccionará con 
uPAR. 
El zimógeno sc-UK se convierte en el enzima UK activo mediante la conversión 
proteolítica entre Lys158-Ile159, siendo por lo tanto esta secuencia de aminoácidos un 
punto de gran interés para producir moléculas zimogénicas [77-79]. Si bien existen 
distintos enzimas capaces de activar la sc-UK (factor XIIa y la calicreína [80]), la más 
importante en el proceso hemostático es la Pln [81], que al activar a la UK, produce un 
efecto potenciador en el proceso fibrinolítico. Por otro lado, la UK se inactiva por la 
trombina mediante su acción proteolítica sobre la Arg156-Phe157 [80, 82, 83]. Sin 
embargo, el producto inactivo se puede re-activar por la acción de la catepsina C o por la 
propia Pln, que liberan el extremo N-terminal del dominio proteásico [84, 85]. La elastasa 
granulocítica y la catepsina G hidrolizan Ile159-Ile160 generando una UK de doble cadena 




Estudios de resonancia magnética nuclear, han mostrado otras zonas importantes 
para el control de su actividad, como el caso de los residuos 179-184 donde reside una 
carga positiva que media en la interacción con PAI-1, el principal inhibidor del centro 
catalítico. 
Debido a todas estas regiones que influyen en unos u otros efectos tan dispares, 
esta molécula ha sido utilizada en sus distintas variantes y modificaciones mediante 
mutagénesis dirigida en el diseño de fármacos [78, 87].  
 
3.1.2.2 Propiedades enzimáticas de UK. 
La polémica suscitada por la zimogenicidad de la sc-UK se resolvió mediante la 
utilización de mutantes de UK en presencia de Plg, alcanzando el consenso actual en el 
que se asume que la sc-UK muestra sólo un 0,5% de la activad catalítica [88-91]. La 
actividad enzimática de la UK depende en parte de la flexibilidad del dominio catalítico, 
donde juegan un papel muy importante la Lys300 y Asp355, que proporcionan rigidez al 
dominio catalítico. De este modo estructuras rígidas que abren el núcleo catalítico 
aumentan la actividad enzimática, mientras que mutaciones puntuales que aumentan la 
laxitud del dominio catalítico disminuyen notablemente la actividad [92-94]. 
 
3.1.2.3 Eliminación de UK. 
El receptor de UK, uPAR (también conocido como CD87), se encontró por primera 
vez en monocitos [95] pero se encuentra en múltiples tipos celulares. Este receptor se 
puede expresar de forma constitutiva o mediante inducción (promotores tumorales, 
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas). Tanto sc-UK como UK se unen a uPAR 
con una elevada afinidad (Kd= 0,1-1 nM dependiendo del tipo celular [96]) y pueden 
colocalizarse aumentando la activación del Plg en las superficies celulares [97, 98]. La 
unión de UK a uPAR puede actuar en las vías de señalización (por ejemplo, las vías 
ERK/MAPK) [99]. Sin embargo, dado que uPAR no es una proteína transmembrana, 
necesita de la cooperación de otros componentes para transmitir la señalización 
intracelular. Dada la libertad de movimiento en la superficie celular de uPAR, los 
complejos UK/uPAR se asocian con otras proteínas como la proteína Endo 180 [100] y 
LRP, promoviendo procesos de internalización. De este modo, los complejos 
uPAR/UK/PAI-1 se internalizan con la cooperación de los LRP [101]. Aunque, la unión de 
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la UK activa a uPAR no la protege de la inactivación por PAI-1, esta inactivación se vuelve 
más ineficiente y reversible [102]. 
 
4. REGULACIÓN ENDÓGENA DE LA FIBRINOLISIS. 
El sistema fibrinolítico es el principal efector de la eliminación de coágulos y 
controla la degradación enzimática de los mismos. Su acción se encuentra coordinada a 
través de la interacción de activadores, zimógenos, enzimas, inhibidores, y receptores que 
proporcionan una activación local en los lugares de deposición del coágulo. Por lo tanto, 
la respuesta orquestada de todos ellos proporciona el control de la hemorragia, la 
reparación del tejido y la resolución del coágulo. 
 
4.1 Control fisiológico de la trombolisis. 
El sistema fibrinolítico está orientado para eliminar los coágulos de la circulación, 
de un modo controlado, cuando no sean necesarios, y prevenir su excesivo crecimiento 
durante su formación de aquellos imprescindibles. Normalmente, se mantiene quiescente 
como resultado de dos factores: la abundancia relativa de los inhibidores sobre las 
proteasas (tabla 2I) y el requerimiento de Fn o de superficies celulares para iniciar su 
actividad. No obstante, se activa también como respuesta fisiológica para la eliminación 
de un coágulo hemostático, el cual requiere la activación localizada de la fibrinolisis para 
eliminarlo sin producir una plasminemia sistémica, que podría provocar una proteolisis 
generalizada.  
En sujetos sanos los niveles plasmáticos de Plg son bastante estables, mientras 
que los de PA y PAI-1 fluctúan durante periodos de 24 horas siguiendo ciclos circadianos 
[103-105], sugiriendo que la regulación ocurre principalmente vía sobreexpresión o 
disminución de la expresión de PA y PAI-1. Además, múltiples factores interfieren con 
estos ciclos, así por ejemplo el tPA incrementa varias veces su concentración plasmática 
tras: I) ejercicio intenso, II) estrés, III) estasis venoso [106-108], IV) inyección 
intravenosa de desmopresina [109], V) la presencia de Fn [110], o VI) la presencia de 
trombina unida al coágulo [111]. De este modo, el tPA aumenta su concentración local 





La trombolisis se regula por: I) la concentración del Plg, sus activadores y sus 
inhibidores en el lugar de formación del trombo, y II) por la unión de los reactivos 
fibrinolíticos al trombo y a las células del entorno. De este modo, la Fn actúa como foco 
de la generación de actividad y, aunque su deposición juega un papel importante en la 
hemostasis, reparación de heridas y procesos inflamatorios, su formación debe estar 
siempre limitada en el tiempo y eliminada una vez finalizada su función hemostática. La 
activación del Plg se encuentra facilitada por la unión del tPA a la Fn y por el incremento 
de actividad de tPA y UK en su presencia (fig. 3I). Este sistema ha servido como eje para 
el desarrollo de la terapia trombolítica, principalmente por la utilización de PA, aunque 
recientemente están resurgiendo los fibrinolíticos directos como la Pln, derivados de la Pln 
y ALF  [112, 113], entre otras. La Fn actúa como nexo de unión entre la coagulación y los 
componentes fibrinolíticos jugando un papel central en el control del sistema. De este 
modo, en las primeras etapas de formación del coágulo, tPA y Plg se unen a las hebras de 
la Fn en formación. Así, se produce una interacción entre las tres moléculas, formando los 
complejos ternarios y aumentando, en varios cientos de veces, la eficiencia catalítica del 
tPA hacia el Plg. La degradación de la Fn origina nuevos residuos de lisina, que se 
traducen en nuevos puntos de anclaje para tPA y Plg. La UK interacciona con el Glu-Plg 
unido a las lisinas C-terminales en la Fn parcialmente degradada, activándolo de un modo 
selectivo. Dicho Glu-Plg activará posteriormente y de manera reciproca la sc-UK a UK 
produciendo una mayor conversión del Plg a Pln. 
La acción inicial de la Pln en el trombo acelera la fibrinolisis a través de sistemas 
de retroalimentación positiva. De este modo, la Pln convierte el Glu-Plg en Lys-Plg, el cual 
tiene una mayor afinidad por la Fn [114] y convierte el tPA de cadena sencilla en el de 
cadena doble el cual incrementa su capacidad catalítica, produciendo la hidrólisis del 
coágulo y exponiendo nuevos sitios de unión para el Plg y el tPA [115]. 
 
4.1.2 Inhibidores de la fibrinolisis. 
Para que el coágulo sea efectivo debe tener una acción local y ser activo solo 
durante un periodo de tiempo suficiente como para reparar la herida. La disolución del 
trombo no debe comenzar hasta que se haya producido la reparación del vaso dañado. 
Así, el sistema fibrinolítico debe estar controlado en todo momento y, para ello, existen 
una serie de inhibidores a varios niveles (tabla 2I), donde no solo se controlan de forma 
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específica los PA (PAI-1 o TAFIa), sino también el sustrato activo primordial de los PA, la 
Pln (2-AP y también TAFIa). Además, existen otros inhibidores de menor especificidad, 
pero no por ello de menor importancia, como puede ser la -macroglobulina. Durante la 
formación del coágulo, PAI-1 se une al entramado de Fn controlando in situ la actividad 
de los PA durante la maduración del coágulo, y de existir en las cercanías PA libre, el PAI-1 
plasmático (en mayor concentración, tabla 2I) se une al centro catalítico del PA 
inhibiéndolo y favoreciendo la unión de estos complejos (PA-PAI-1) a la Fn y compitiendo 
con otras moléculas de PA activas, disminuyendo de forma eficiente el efecto fibrinolítico 
[116]. A su vez, la trombina, además de iniciar la formación del coágulo, activa mediante 
hidrólisis proteolítica al TAFI (inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina), 
convirtiéndolo en TAFIa el cual elimina los residuos de Lys en posición C-terminal, que 
sirven de anclaje para tPA y Plg, y que de producirse aumentaría considerablemente la 
fibrinolisis. 
Estos hechos, confirman que la actividad fibrinolítica del plasma no solo se define 
por la presencia en mayor o menor medida del PA, sino también por el nivel de los 
inhibidores presentes en él. Por ejemplo, el PAI-1, el cual se expresa en individuos sanos 
en megacariocitos, células musculares lisas y adipocitos, puede incrementar su síntesis y 
liberación por parte del endotelio y los hepatocitos, bien por efectos fisiológicos o por 
estímulos patológicos, por ejemplo estrés, lesiones, esteroides, endotoxina, trombina, 
etcétera [117-121]. 
 
4.2 Caracteristicas del trombo. 
La respuesta fibrinolítica también se regula por la composición del trombo; así, por 
ejemplo, las plaquetas pueden servir de anclaje al Plg y al PA aumentando la generación 
de Pln [122, 123], pero también limitan la fibrinolisis a través de la secreción de los 
inhibidores (PAI-1 y AP) almacenados en sus gránulos [124, 125].  
Los trombos los podemos clasificar, de un modo macroscópico, en función de su 
localización interna en el vaso (oclusivos o murales) o en función del tipo de estructura 
afectada (arteriales, cardiacos, venosos y capilares). 
Por otro lado, también los podemos clasificar atendiendo a su composición y 
análisis anatomopatológico, determinados en parte por las condiciones anteriores como el 
lugar de origen. Por lo tanto, encontramos: 
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- Trombos blancos: formados bajo las condiciones de flujo arterial, no son oclusivos, 
son rugosos y se encuentran adheridos a la pared. Se originan por la la lesion de la pared 
arterial, y están compuestos principalmente de Fn, plaquetas y leucocitos. 
- Trombos rojos: se forman en las venas, son oclusivos y se encuentran poco 
adheridos a la pared, por lo que pueden embolizar. Aparecen por el estasis prolongado, y 
están compuestos principalmente por: eritrocitos y Fn. 
- Trombo mixto: se forman tanto en venas como arterias en condiciones de 
circulación lenta. En estos coágulos se distinguen la región de origen (cabeza), 
correspondiente con una composición similar a la del trombo blanco, una zona intermedia 
(cuerpo) en la que se intercalan composiciones de trombo rojo y trombo blanco y una 
zona final (cola), de composición similar al trombo rojo, muy blanda y que emboliza con 
facilidad. 
- Hialinos: se forman en capilares suelen ser oclusivos, y están formados 
principalmente por Fn y plaquetas. Sus causas más frecuentes son el “shock” y la 
coagulación intravascular diseminada. 
 
4.3 El endotelio. 
El endotelio normal mantiene la fluidez por la producción de inhibidores de la 
coagulación y de la agregación plaquetaria, modulando el tono vascular así como su 
permeabilidad, proporcionando una cubierta protectora que separa los componentes 
hemostáticos de los componentes subendoteliales reactivos. El endotelio inhibe la 
coagulación mediante la síntesis y liberación de trombomodulina y heparán sulfato en su 
superficie; por otro lado modula la fibrinolisis mediante la síntesis y liberación de tPA, UK 
y PAI-1. Sin embargo, tras la lesión, el endotelio se activa y pierde sus propiedades no 
trombogénicas (por ejemplo: por el efecto de la trombina, la hipóxia, el flujo turbulento, 
así como agentes oxidantes, endotoxina, entre otros). Dicha activación endotelial produce 
la estimulación de la síntesis de PAI-1, liberación de los cuerpos de Weibel-Palade, 
promoviendo así la adhesión plaquetaria, aumenta la síntesis de quimioquinas, libera 
microvesículas procoagulantes y expone fosfatidil serina [126]. Todos estos procesos 
inducen un estado procoagulante. A su vez, el PAI-1 se localiza en la matriz subendotelial 
previniendo la activación del Plg en los lugares de la lesión vascular, manteniendo la 
integridad del coágulo hemostático y protegiendo la matriz de su degradación proteolítica. 
Una vez el coágulo ha cumplido su función hemostática, las células endoteliales pueden 
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interaccionar directamente con los componentes del sistema fibrinolítico, modulando su 
actividad. De este modo, el Plg y los PA se unen a las células endoteliales, las cuales, 
ejercen un efecto de localización y aumento del efecto fibrinolítico en la pared vascular. 
 
5. EL TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO. 
Los agentes fibrinolíticos o PA son los fármacos indicados en el tratamiento de 
episodios agudos de las patologías oclusivas de los vasos sanguíneos [127-131]. En este 
sentido, la terapia trombolítica representa un conjunto de aproximaciones para lograr la 
reperfusión del vaso, que se basa en la utilización sistémica, o directamente sobre el 
trombo lesivo, de estas drogas y se puede complementar con un tratamiento 
anticoagulante, antiplaquetario, e incluso con estrategias mecánicas. Existen distintos PA 
utilizados en la práctica clínica, entre ellos encontramos: la estreptoquinasa (SK), la 
uroquinasa (UK), el activador tisular del plasminógeno (tPA) y algunos derivados del tPA, 
como son la reteplasa (Ret) y la tenecteplasa (TNK). Sin embargo, la utilización clínica de 
los PA está limitada a tratamientos agudos a consecuencia de a) sus cortas vidas medias 
en circulación (minutos) [42, 60, 61], b) sus efectos adversos ocasionados por 
extravasación a tejidos adyacentes (especialmente en el parénquima cerebral) [132], c) 
por generar procesos hemorrágicos [133, 134] y d) por actuar indiscriminadamente sobre 
los coágulos tanto patológicos, como hemostáticos (taponantes de heridas).   
Para su administración es necesario evaluar el potencial beneficio clínico 
(recanalización) y el riesgo de complicaciones graves (como por ejemplo hemorragias 
intracraneales). En la actualidad, la terapia fibrinolítica representa una fase aguda de un 
plan antitrombótico dirigido, donde la decisión sobre la relación beneficio/riesgo se 
relaciona con la agresividad y localización de la oclusión vascular. Además, los PA están 
contraindicados en pacientes postquirúrgicos pese a que ete tipo de pacientes poseen un 
riesgo 20 veces mayor de padecer procesos tromboembólicos [21, 22]. Por lo tanto, la 
utilización tromboprofiláctica de los PA per se no es viable en la actualidad. 
Los PA presentan distintas características en cuanto al tiempo de vida media en 
circulación, afinidad por la Fn y susceptibilidad frente a inhibidores (tabla 3I y apartado 
5.2). Además, pueden generar otras alteraciones locales como la modificación de la 
tensión vascular [135, 136], la cual puede comprometer el efecto terapéutico final. Por 
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todo ello y de acuerdo con sus propiedades teóricas, se podría seleccionar un PA para una 
patología determinada en función de la composición y localización del trombo [137]. 
En este sentido, todos los PA aprobados han demostrado en pacientes una mejora 
incuestionable en múltiples ensayos clínicos, por ejemplo tras su administración en 
pacientes que sufren AMI por oclusión vascular, comparando los distintos agentes 
fibrinolíticos y sus regímenes de administración (por ejemplo: GUSTO: Global Use of 
Strategies to Open Occluded Coronary Arteries; COBALT: Continuous Infusion Versus 
Double-Bolus Administration of Alteplase; ASSENT: Assessment of the Safety and Efficacy 
of a New Thrombolytic Regimen). 
 
5.1 PA de primera generación. 
Los primeros PA de uso clínico fueron la UK y la SK, debido a su fácilidad de obtención 
a partir de orina (UK) o de cultivos bacterianos (SK y posteriormente también la UK).  
• UK. 
Como hemos descrito anteriormente, la UK es un PA endógeno que se secreta 
como zimógeno. Inicialmente se obtenía como la mezcla de la pro-UK de 54 kDa y 
la UK de bajo peso molecular (32 kDa). Posteriormente, se comenzó a producir a 
partir de células de riñón de neonatos en cultivo, en forma principalmente de la UK 
de bajo peso molecular, o la molécula recombinante de alto peso molecular, pro-
UK (saruplasa), a partir de cultivos de E. coli. UK no muestra especificidad por la 
Fn lo que permitiría su utilización en cierto tipo de patologías en las que existiesen 
coágulos accesibles permitiendo la liberación localizada de la droga (por ejemplo, 
la trombosis venosa profunda) y favoreciendo la lisis del coágulo desde su interior. 
No obstante, la zimogenicidad de la molécula nativa resulta muy interesante para 
la obtención de variantes de nuevo diseño (ver tabla 3I). 
Múltiples ensayos clínicos han demostrado la eficacia de la UK en el tratamiento 
del AMI (PRIMI; “Pro-urokinase in Myocardial Infarction Study”) [138]. En distintos 
ensayos clínicos UK ha demostrado la recanalización del tejido en los 60 minutos 
posteriores a su inyección, y se ha comparado tanto con SK como con tPA. En su 
comparación con tPA en el infarto de miocardio, ambos fármacos obtuvieron una 
recanalización similar (SESAM: “Study in Europe Saruplase and Alteplase 
Myocardial Infarction”) [139]. La UK también ha demostrado su eficacia en el 
tratamiento de la embolia cerebral, hasta 6 horas desde la aparición de los 
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síntomas (PROACT I y II: “Prolyse in Acute Cerebral Thrombolysis”) [131, 140], y 
en el de la embolia pulmonar comparada con la SK (USPET: “Urokinase-
Streptokinase Pulmonary Embolism Trial”)[141]. 
Es importante señalar que la UK se retiró temporalmente del mercado, en 
diciembre de 1998, lo que incentivo la experimentación tanto de tPA como de sus 
derivados de tercera generación. 
• Estreptoquinasa (SK). 
En 1933, se mostró que los Streptococcus hemolyticus producían proteínas 
extracelulares que podían inducir la lisis de coágulos de plasma humanos [35], 
especialmente los del grupo C. Esta molécula se ha utilizado durante décadas en la 
terapia trombolítica [142]. La SK no es un enzima per se, pero forma complejos 
1:1 con el Plg, produciendo un cambio conformacional, que expone el sitio 
catalítico del Plg y provoca la hidrólisis autocatalítica generando Pln [143]. Los 
complejos mantienen la capacidad de unión del Plg y están relativamente 
protegidos de su inhibición por la AP. Uno de los principales problemas de la SK, 
además del riesgo hemorrágico asociado a los agentes fibrinolíticos, es su elevada 
antigenicidad. De echo, la mayor parte de la población muestra Ac anti SK [144]. 
La SK posee un t1/2 de 15-30 minutos en su forma asociada al Plg, frente a los 3 
minutos que muestra en forma libre y se elimina principalmente por el hígado a 
través de los receptores de 2-macroglobulina [145]. 
5.2 PA de segunda generación. 
Puesto que los PA de primera generación producían una plasminogenemia 
sistémica con el consecuente riesgo de sangrado, se buscaron nuevas variantes en las 
que aumentase la especificidad por los lugares patológicos en los que existen 
depósitos de Fn. De este modo surge la alteplasa (tPA recombinante), la cual muestra 
una ineficiente actividad fibrinolítica en ausencia de Fn mientras que en su presencia 
ésta aumenta cientos de veces.  
• Alteplasa (tPA). 
Se trata de la molécula de tPA recombinante (véase apartado 3.1.1), obtenida a 
partir de las células de ovario de hámster chino. Esta molécula es el único 
fibrinolítico aprobado por la “Food and Drug Administration” (tabla 3I) para el 
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tratamiento de la tromboembolia cerebral. El tPA se ha convertido rápidamente en 
la molécula de referencia de los PA en múltiples ensayos clínicos para el 
tratamiento del AMI, de la embolia cerebral, o en el tratamiento de la 
tromboembolia pulmonar, implicando a cientos de miles de pacientes en los 
distintos ensayos clínicos (GUSTO [127]; ASSENT [146]; COBALT [147]; ATLANTIS 
[148]: “Alteplase ThromboLysis for Acute Noninterventional Therapy in Ischaemic 
Stroke”; ECASS [149]: “European Cooperative Acute Stroke Study”; PAIMS [150]: 
“Plasminogen Activator Italian Multicenter Study”; NINDS [151]: “National Institute 
of Neurological Disorders and Stroke”, entre otros). Sin embargo, el t1/2 en 
circulación es muy corto (<5 minutos) y se inhibe rápidamente por PAI-1. Su 
administración se realiza mediante un bolo simple seguido de la infusión de la 
droga, con dosis ajustadas al peso del paciente, haciendo necesaria su 
administración en el entorno hospitalario y, por tanto, limitando su aplicación 
perihospitalaria (por ejemplo en los traslados en ambulancia), lo cual puede 
aumentar el tiempo de actuación terapéutica desde la aparición de los síntomas.  
Dado que la vida media es muy corta y requiere una infusión continuada, las 
concentraciones de droga obtenidas en sangre son a menudo superiores a las 
necesarias, por lo que se favorece no solo la acción vascular deseada de tPA, sino 
que también se produce su extravasación, especialmente lesiva en el parénquima 
cerebral, donde su transmigración se ve favorecida por los receptores LRP. El tPA 
una vez alcanza el tejido cerebral puede producir la muerte neuronal excitotóxica, 
a través de los receptores NMDA [4], o por anoikis al degradar la matriz 
extracelular por la activación del Plg [152]. 
5.3 PA de tercera generación. 
Los PA de tercera generación surgen con la intención de aumentar la 
biodisponibilidad de las drogas y facilitar su aplicación. De este modo, se diseñaron 
agentes derivados de la molécula de tPA, bien por deleción de determinados residuos de 
la molécula original, Ret, o bien por mutaciones puntuales en puntos de control de la 
eliminación o en zonas responsables de la interacción con la Fn o con su inhibidor 
principal, TNK. Esto genera moléculas con una mayor biodisponibilidad que aumentan la 
vida media de la droga en circulación (t1/2 de tPA= 2-5 minutos, t1/2 Ret y TNK= 15-20 
minutos) y facilitan su aplicabilidad incluso en el ambiente extrahospitalario (en el 
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traslado en ambulancia, por ejemplo), reduciendo así el tiempo transcurrido entre la 
aparición de los síntomas y su administración [153].  
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Reteplasa K2-P; no glicosilada [155]. MI, PAO*/doble bolo  15 
Lanoteplasa K1-K2-P; no Asn117 [156]. MI*/Bolo simple 47 
Monteplasa Cys84Ser [156]. MI* -- 
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Reacciona con el Plg en una reacción 1:1 
permitiendo la autocatálisis del Plg convirtiéndose 
en Pln. 




Derivado anisolado de la SK. Los complejos 
formados posee una mayor especificidad por la Fn 
que SK produciendo una menor fibrinogenolisis 
sistémica y menor consumición de Plg y AP [159]. 
MI/Bolo 70 
Estafiloquinasa 
PA de 15 kDa producida por Staphylococcus 
aureus. SFK forma complejos estables con el Plg, 
pero en ausencia de Fn no lo activa. Esto se 
produce porque las trazas de Pln que se 
encuentran en el trombo convierten los complejos 
en SFK-Pln (activo). Posee una elevada 



























Elevada homología con el tPA [160], menor eliminación, elevada afinidad 
por la Fn [161], menores efectos neurotóxicos [162-165], por lo que se 
está estudiando para su utilización en la embolia cerebral [166, 167] 
ACV*/ Infusión 17 
DSPA-1 43 kDa; F-EGF-K-P, no hidrolizable por Pln.   
DSPA-2 39 kDa; F-EGF-K-P, no hidrolizable por Pln.   
DSPA EGF-K1-K2-P   
DSPA K1-K2-P   
Tabla 3I. Activadores del plasminógeno. En la tabla se indican las características de distintos PA en función de su 
origen y sus aplicaciones aprobadas por la FDA o la Agencia Europea del Medicamento (las aplicaciones que se encuentran 
en ensayo clínico se encuentran señaladas con *). Los distintos dominios estructurales del tPA (o dominios que muestran 
homología estructural): F-EGF-K(1-2)-P. Activadores del plasminógeno derivados de la saliva de Desmodus rotundus: DSPA; 
embolia pulmonar: PE; infarto miocardio: MI; accidente cerebrovascular (obstructivo): ACV;  vía central trombosada/shunt: 
VC/S;  obstrucción arterial periférica: PAO; hemorragia intraocular: HO; trombosis venosa profunda: DVT. 
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• Reteplasa (Ret). 
Consiste en la variante de deleción del tPA de cadena sencilla y no glicosilada, de 
síntesis bacteriana. Esta molécula comprende los aminoácidos 1-3 y 176-527, o lo 
que es lo mismo los dominios K2 y el dominio proteásico (fig. 4I a). Mantiene el 
sitio de hidrólisis por Pln (Arg275-Ile) [168]. Dado que en este mutante se han 
eliminado los dominios F-EGF-K1 y la glicosilación, Ret goza de un menor 
reconocimiento hepático, aumentando, de este modo, su vida media en circulación 
(15-20 minutos). Como carece del dominio F muestra una menor afinidad por la 
Fn, en comparación con la presentada por el tPA. La administración de esta droga 
se realiza mediante doble bolo sin ajustar al peso del paciente. 
Es importante destacar que las unidades de Ret no se corresponden con las 
unidades de los otros PA, como se indica en su ficha técnica. Ret se ha comparado 
con tPA y SK, en pacientes con infarto de miocardio en múltiples ensayos clinicos, 
en los cuales ha demostrado superioridad o al menos no inferioridad, sola con 
distintos régimenes de administración o en combinación con abciximab (RAPID I y 
II [169] , GUSTO III [170], TIMI 14 [171], GUSTO V [172], SPEED [173], ER-TIMI 
[153] e INJECT [174], entre otros). Si bien Ret produce una reperfusión más 
rápida, en comparación con el tPA, no muestra beneficios en la supervivencia a 
largo plazo ni disminuye de un modo significativo las hemorragias intracraneales. 
Sin embargo, al compararlo con SK no hubo diferencias con la mortalidad a 35 
días, aunque si se redujeron los problemas hemorrágicos. Reteplasa posee 
también un elevado potencial fibrinolítico en distintas enfermedades 
tromboembólicas, como pueden ser la recanalización de arterias o venas 
periféricas (RELAX) [175] o la tromboemolia cerebral [176], si bien estas 
aplicaciones no están aprobadas. 
• Tenecteplasa (TNK). 
Esta molécula tomó su nombre por las mutaciones puntuales realizadas en el tPA. 
Se sustituyen mediante mutagénesis dirigida los siguientes aminoácidos: en el K1 
Thr103 por Asn (T103N) y Asn117 por Gln (N117Q), cambiando el patrón de 
glicosilación de la molécula, lo que incrementa su tiempo de vida media (t1/2= 15 
minutos) al disminuir su eliminación hepática y en el dominio proteásico se 
sustituyen los aminoácidos Lys296-His297-Arg298-Arg299 (K296-H-R-R299) por 
una tetra-alanina, lo que le confiere la resistencia frente a su principal inhibidor el 
PAI-1 (fig. 4I b) [177]. Esta molécula además de mostrar una mayor selectividad 
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por la Fn facilita el régimen de administración, puesto que se realiza una única 
inyección en bolo ajustado al peso del paciente.  
La TNK se ha utilizado también en diferentes ensayos clinicos en pacientes con 
AMI, demostrando una reperfusión más rápida del tejido que la obtenida mediante 
tPA en los primeros 90 minutos [178]. Sin embargo, la mortalidad a los 30 días y 
complicaciones de hemorragias cerebrales son similares a las del tPA (ASSENT-2: 
“Assessment of the Safety and Efficacy of a New Thrombolytic Regimen”), 








Figura 4I. Derivados del tPA aprovados por la FDA. Modificado de: “Thrombolysis: newer thrombolytic agents and 




6. DIRECCIONAMIENTO DE FÁRMACOS. 
Los sistemas de liberación de drogas se definen como formulaciones o dispositivos 
capaces de introducir una sustancia terapéutica en el organismo mejorando así su eficacia 
y su seguridad, tanto mediante el aumento de su vida media en circulación, lo cual 
disminuye la necesidad de dosis elevadas y con ello los efectos secundarios asociados, 
como aumentando la especificidad de su liberación en el organismo, consiguiendo un 
efecto más localizado en el sitio donde la droga debe ejercer su acción terapéutica o 
diagnóstica. 
Existen múltiples sistemas de direccionamiento de fármacos, los cuales se pueden 
clasificar en función de: la sustancia transportada, su formulación, su vía de 
administración (gastrointestinal, parenteral, transmucosa, pulmonar, transdérmica o 
intraósea), así como en función del tejido diana (cardiovascular, sistema nervioso central 
u órganos concretos). No obstante, nosotros nos centraremos en la clasificación en 
función del agente portador utilizado: 
 
a) Sistemas particulados: microsferas, cristales, liposomas, nanopartículas y 
micelas. 
• Microsferas y microcápsulas: las microsferas consisten en el sobrecruzamiento 
de proteínas, las cuales forman transportadores biodegradables. Están diseñadas para la 
liberación de sustancias pequeñas y se diferencian de las microcápsulas en que éstas 
últimas poseen una membrana que rodea el núcleo. Ambos agentes portadores se han 
utilizado para encapsular proteínas, mimetizar sistemas de secreción, direccionar 
sustancias a través de la barrera hematoencefálica, embolizar tumores portando agentes 
quimioterapéuticos, formular compuestos para la liberación pulmonar y absorción nasal, 
liberar de un modo controlado antígenos u oligonucleótidos antisentido y encapsular DNA 
[179, 180]. 
• Cristales: son micropartículas cristalizadas que se han utilizado en la preservación 
de drogas y vacunas durante su transporte o almacenamiento, previniendo su 
desnaturalización [180]. 
• Liposomas: son vesículas microscópicas formadas por fosfolípidos y otros lípidos 
anfipáticos, los cuales varían en su tamaño, carga y composición. Los liposomas pueden 
transportar sustancias lipófilas (como quimioterapéuticos), proteínas y DNA. 
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Además, se les pueden unir Ac y polietilen glicol (PEG), para mejorar su localización final 
o su biodisponibilidad, respectivamente [181].  
• Nanopartículas: están compuestas de polímeros biodegradables (ej PEG, 
chitosán -ácido láctico/ácido glicolítico-). Estas partículas pueden portar proteínas y 
toxoides y pueden atravesar mucosas. Aquí encontramos también las micelas poliméricas, 
las cuales encapsulan drogas poco solubles y pueden reducir la toxicidad de ciertas 
sustancias [182].  
 
b) Direccionamiento por afinidad. 
Podemos distinguir distintas interacciones biológicas en el organismo: 
• Sistemas mediados por anticuerpos: los sistemas de direccionamiento pueden 
utilizar las macrogolublinas, o partes de ellas (las fracciones variables de Ac, scFv; 
“nanobodies”) como plataforma de direccionamiento. La ventaja de estos sistemas es que 
pueden ser dirigidas específicamente al lugar que exprese el epítopo reconocido. Por lo 
tanto este sistema requerirá menores cantidades de droga, disminuyendo o eliminando 
los efectos adversos. La utilización de Ac se encuentra muy extendida, gracias a su 
afinidad específica y estabilidad de unión (cuya Kd suele oscilar entre 10-6 y 10-12 M). De 
este modo, se han utilizado ampliamente en múltiples terapias bien establecidas, como 
los Ac anti-VEGF, o como marcadores diagnósticos [183]. Estos Ac pueden llevar 
diferentes moléculas asociadas, bien sea por conjugación química [184] o ingeniería 
genética [185, 186]. Otra posibilidad puede ser su conjugación a otros sistemas 
portadores más complejos (ver apartado a, por ejemplo los inmunoliposomas). 
• Sistemas mediados por receptores: en este caso se aprovecha la unión de los 
agentes terapéuticos a un ligando determinado, aprovechando la especificidad de éste por 
su receptor. Así, se pueden direccionar macromoléculas hacia el interior de células 
determinadas o cambiar su localización celular habitual por otra bien distinta. Se han 
utilizado múltiples receptores diana para el direccionamiento como son los de transferrina, 
los de LDL, los uPAR y asialoglicoproteínas, entre otros [180, 187-189]. 
 
c) Direcionamiento con sistemas “vivos”. 
Este tipo de direccionamiento se basa en la capacidad de ciertos organismos, 
normalmente de origen vírico (retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, herpesvirus, 
poxvirus y alfavirus), para localizar una determinada sustancia (generalmente de 
naturaleza génica) en un tipo celular determinado [190, 191]. Pero también, engloba la 
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capacidad de ciertas células exógenas (bacterias gram negativas o células transducidas) o 
endógenas (macrófagos, plaquetas, RBC, etcétera) capaces de portar y mantener al 
agente terapéutico en un determinado compartimento orgánico [192]. 
 
6.1 Direccionamiento mediante RBC. 
En la presente tesis doctoral nos vamos a centrar particularmente en este sistema 
de direccionamiento. El uso de los RBC como portadores terapéuticos se inició a principios 
de los 70, basado en una serie de ventajas que los hacía muy interesantes (fig. 5I) y que 
radican en que I) son células propias, disminuyendo el rechazo por parte del paciente, II) 
poseen un tamaño considerable, frente al de otros sistemas portadores, que permite 
administrar fácilmente dosis terapéuticas, III) disfrutan de una vida media prolongada 
(aprox. 2 meses en el humano) lo que favorece el aumento considerable de los t1/2 de 
determinadas drogas en circulación, favoreciendo su biodisponibilidad y reduciendo sus 
dosis administradas, IV) localizan y/o liberan la droga en el torrente circulatorio, limitando 
sus efectos secundarios sobre otros compartimentos y V) permiten la incorporación y 
circulación de la droga tanto en su superficie, como en su interior celular, desde donde 
puede estar expuesta constantemente a las proteínas sanguíneas, o bien protegida, si 
fuese necesario, de sus inhibidores plasmáticos. La utilización de los RBC como 
transportadores de fármacos ha sido ampliamente revisada [192-197] y dadas estás 
interesantes características, la comunidad científica ha mostrado un gran interés, llegando 
incluso a elucidar su proteoma e interactoma [198, 199] o a pensar en el desarrollo de 
RBC sintéticos [200, 201]. 
 
Ventajas Desventajas 
Figura 5I. Ventajas y desventajas de los RBC portadores: nuestro punto de vista. 
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Los primeros ensayos terapéuticos comenzaron con el uso de los RBC como 
portadores de sustancias encapsuladas, sobre todo enzimas, en terapias de remplazo 
enzimático (por ejemplo, enfermedad de Gaucher) [202, 203]. Posteriormente, se han 
utilizado para el direccionamiento de fármacos hacia el sistema retículo endotelial [204, 
205], el uso en terapias antineoplásicas [206], antiparasitarias [207], antimicrobianas 
(bactericidas [208] y antivíricos [209]), profármacos [209], contrastes [210], liberación de 
vitaminas o de corticoesteroides [211]. No podemos olvidar que los RBC ocupan el 
torrente circulatorio y esto les abre las puertas al uso frente a terapias de índole vascular, 
utilizando los RBC como transportadores de fármacos que actúan sobre el sistema renina-
angiotensina [212, 213] o como el direccionamiento de PA [214]. Aunque también podría 
ser interesante en el tratamiento de lesiones ateroscleróticas y su entorno, donde los RBC 
se encuentran elevados, no solo por la generación de nuevos vasos, sino por el efecto de 
extravasación asociado a la ruptura de la pared vascular [215].  
De estos ejemplos se infieren dos métodos de generación de eritrocitos 
portadores, atendiendo a la forma en la que la droga se incorpora al RBC: la 
encapsulación de la droga en el interior del RBC y el recubrimiento de ésta en la superficie 
eritrocitaria. 
Nuestro punto de vista: RBC portadores 
6.1.1 Sistema de encapsulación. 
Como ya se ha citado anteriormente, este sistema radica en la incorporación de la 
droga al interior eritrocitario, de donde posteriormente difundirá, fundamentalmente de 
forma pasiva, al torrente circulatorio. Existen distintos métodos por los cuales se pueden 
encapsular distintas drogas en los RBC, pero cualquiera de ellos tiene que preservar la 
estabilidad del RBC portador en circulación. Así encontramos, I) métodos osmóticos: 
hemolisis hipotónica, dilución hipotónica, diálisis hipotónica, “preswelling” hipotónico, 
pulso osmótico, lisis isotónica osmótica [195, 197]; II) electroporación o apertura de 
poros en la superficie eritrocitaria mediante choque eléctrico; III) endocitosis inducida por 
fármacos (ej. anfotericina B) [216] y IV) endocitosis y fusión lipídica. 
El trasporte de la droga en circulación se hace por tanto en el interior eritrocitario, donde 
el agente terapéutico se encontrará a salvo de las proteasas y otras enzimas de la sangre, 
pero por otro lado y pese a que la carga enzimática del citoplasma eritrocitario es 
limitada, siempre puede haber un cierto efecto de la misma sobre el fármaco. No 
obstante, este último hecho, lejos de parecer un problema a tener en cuenta, también 
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puede ser beneficioso, por ejemplo para encapsular drogas que deban ser activadas por 
las enzimas citoplasmáticas del RBC [209]. 
 
6.1.2 Direccionamiento de fármacos mediante RBC modificados en su 
superficie. 
El otro gran sistema, y aquel utilizado en el presente trabajo doctoral, se centra en 
el sistema de conjugación de la droga a la superficie eritrocitaria. Dicha conjugación 
podría ser englobada en tres aproximaciones generales: 
a) Sistemas mediados por estreptavidina (SA)-biotina. 
La unión SA-biotina es la unión biológica no covalente más fuerte conocida 
(Kd=10-14 M). La elevada afinidad y especificidad de la SA por la biotina, y la posibilidad 
de modificar cualquier molécula con reactivos que incluyan residuos de biotina, convierten 
a este sistema de conjugación en un sistema universal. Dicho sistema puede ser incluso 
modulado no solo por los reactivos de biotina empleados y el tipo de molécula biotinilada, 
sino también por modificaciones tanto químicas como genéticas de la propia molécula de 
SA [217]. Modificaciones que pueden alterar la estructura tetramérica natural de la SA y, 
por extensión, su afinidad y reversibilidad de unión sobre biotina [217-220], aumentando 
aún más, si cabe, la polivalencia del modelo. De esta manera, esta aproximación genera 
una droga conjugada a la superficie eritrocitaria mediante reactivos de biotina 
intercalados en la droga y en las proteínas de superficie eritrocitarias, unidos 
posteriormente, mediante la ayuda de la SA o molécula afín a ella. La extensión de la 
modificación con biotina, es controlada, exhaustivamente en todo momento, con el fin de 
no afectar ni a la viabilidad eritrocitaria ni a la actividad del agente terapéutico. Además, 
este proceso proporciona un alto número de residuos de biotina incorporados sobre la 
superficie eritrocitaria (hasta 4x105 /célula), lo cual permite alcanzar fácilmente dosis 
terapéuticas. Es interesante citar que la modificación eritrocitaria con el reactivo de 
biotina es un procedimiento usado en la clínica para realizar eritrocinéticas [221] y, por 
tanto, en aplicaciones clínicas, la biotinilación de RBC proporciona células perfectamente 
biocompatibles. Además, trabajos preliminares demuestran la posibilidad de realizar la 
biotinilación eritrocitaria directamente in vivo [222], lo cual facilitaría en gran medida la 
aplicación del modelo en protocolos clínicos.  
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Como ejemplos de este sistema de conjugación a los eritrocitos podríamos citar, 
entre otros, la unión de Ac específicos con el fin de generar inmunoeritrocitos [223], 
activadores del plasminógeno [196, 224, 225] o determinados receptores [189]. 
b) Sistema mediado por conjugación química entre el anticuerpo y la droga. 
Otra vía de unión de fármacos al eritrocito se basa en el anclaje de estos mediante 
el uso de anticuerpos que reconozcan epítopos determinados de su superficie. La unión 
de las proteínas al anticuerpo se puede realizar a partir de varios sistemas que incorporen 
residuos reactivos tanto en el anticuerpo como en la droga que posteriormente reaccionan 
entre sí. De esta manera, se han usado métodos como el sistema de 
biotina/estreptavidina mencionado en el apartado anterior, o también mediante 
conjugación química directa a través de reactivos bifuncionales (SATA-SMCC) mediante el 
cual se intercalan en cada molécula residuos cohesivos, para generar mediante enlace 
covalente, un conjugado final Ac-droga que posteriormente se una al RBC portador. Al 
igual que en el caso de la modificación de las drogas con biotina, la inserción de estos 
residuos bifuncionales en las moléculas seleccionadas es altamente controlado para no 
alterar la funcionalidad o estabilidad de las moléculas modificadas. Ejemplos de este 
método quedan recogidos en trabajos donde se generan anticuerpos que reconocen al 
eritrocito, como el anticuerpo contra el receptor del complemento 1 (CR-1), expresado en 
la superficie de los RBC de primates y humanos [184]. Estos pueden ser conjugados con 
otros anticuerpos que reconocen un patógeno en circulación [226] y servir, bien para su 
eliminación o la inducción de procesos inmunológicos de defensa (ejemplo generación de 
vacunas), o bien para conjugar enzimas de acción sanguínea, por ejemplo los PA [184]. 
Sin embargo, las aproximaciones realizadas mediante este anticuerpo frente a CR-1, pese 
a permitir la conjugación de la molécula terapéutica al RBC directamente in vivo, posee 
una unión muy limitada (1,2x103 moléculas/RBC) y una restricción muy importante en el 
ámbito de laboratorio, debido a su única expresión en la superficie eritrocitaria de 
humanos y primates [184]. 
c) Formación de proteínas de fusión. 
Durante las últimas décadas la producción de proteínas recombinantes se ha 
convertido en una herramienta rutinaria. Las proteínas de fusión consisten en la 
combinación de las propiedades de distintas proteínas en una sola mediante ingeniería 
genética. Actualmente, existen múltiples métodos de producción proteica, por lo tanto, es 
muy importante escoger cautelosamente la estrategia de obtención de proteínas 
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recombinantes en base a múltiples criterios. El sistema de elección dependerá por lo tanto 
del tamaño de la proteína, de las cantidades requeridas, de las modificaciones 
postrasduccionales necesarias o del sistema de extracción de la proteína generada (tabla 4I).  
 
 
De este modo, se han generado proteínas de fusión entre Ac o sus derivados (ej. cadena 
sencilla de la fracción variable, scFv) y otras drogas [77-79, 185, 228, 229] para su 
conjugación directa a los eritrocitos. No obstante, existen otras aproximaciones 
interesantes en el desarrollo de proteínas de fusión que conjugan un agente 
entrecruzante como la SA con una proteína terapéutica [230] y que nos da pie al 
desarrollo de nuevos sistemas de conjugación de drogas a los RBC. 
 
6.1.3 Eritrocitos portadores de fibrinolíticos: la tromboprofiláxis a la carta. 
En el tratamiento agudo de las enfermedades oclusivas de los vasos sanguíneos, la 
terapéutica farmacológica actual solo cuenta con los agentes fibrinolíticos. Como ha 
quedado ampliamente revisado (apartado 5), estas drogas tienen una vida media muy 
corta y unos efectos secundarios de consideración, los cuales no han mejorado 
sustancialmente con el diseño farmacéutico (por ejemplo, TNK [231]). En el entorno del 
laboratorio, han sido interesantes los trabajos desarrollados para mejorar el perfil 
farmacocinético y de seguridad de los PA, a) mediante su direccionamiento con 
anticuerpos, que los localicen sobre la Fn [232, 233] o que los localicen sobre ciertas 
áreas vasculares específicas (endotelio patológico [234-236] o vasculatura pulmonar [77, 
  
 Sistema de expresión 
Modificación postraduccional E. coli Levaduras Células de insecto Células de mamífero 
N-Acetilación Si Si Si Si 
Amidación No Si Si Si 
Gamma-Carboxilación de glutamato No No No Si 
N-Glicosilación No Si Si Si 
O-glicosilación No Si Si Si 
Heterodimerización Si Si Si Si 
Hidroxilación No Si Si Si 
Miristoilación Si Si Si Si 
Palmitoilación No Si Si Si 
Fosforilación Si Si Si Si 
Procesado proteolítico No Si Si Si 
Sulfatación No No Si Si 
Eliminación de Met N-terminal Parcial Parcial Si Si 
Tabla 4I. Tomado de “Choice of cellular protein expression system”.[227] 
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185, 229]), o b) mediante liposomas portadores de PA activables por ultrasonidos [237]. 
Sin embargo, la incorporación de los eritrocitos como portadores de los PA se descubre 
como un sistema muy interesante y que incluso ofrece una aplicación clínica actualmente 
inexistente: la tromboprofilaxis con PA. Esto adquiere gran importancia en un grupo de 
pacientes determinado, por ejemplo, los procesos trombóticos, como el AMI, la embolia 
cerebral y la embolia pulmonar, son muchas veces recurrentes a las horas o en los días 
siguientes al primer episodio [238]. Además, este riesgo está aumentado en pacientes 
inmovilizados, especialmente por cirugías ortoprotésicas, traumatológicas, vasculares y 
cirugías mayores [239]. El riesgo hemorrágico de los pacientes de postoperatorio es 
también muy elevado, lo que complica aún más el ataque de los coágulos patológicos. No 
obstante, y a pesar de conocerse el elevado riesgo trombótico o la recurrencia de estos 
procesos en los pacientes citados, la terapéutica convencional solo prevé el uso de 
agentes antiplaquetarios y de agentes anticoagulantes. De hecho, la utilización de los PA 
de uso cotidiano está especialmente contraindicado por su escasa vida media (que hace 
que sean necesarias dosis elevadas), sus importantes efectos secundarios, que potencian 
la letalidad de la enfermedad de estos pacientes, pero sobre todo, por su ataque 
indiscriminado no solo al coágulo patológico, sino también al hemostático (el taponante 
de la herida en los pacientes postoperatorios). Por otro lado, en el caso de los agentes 
anticoagulantes o antiplaquetarios, su protección también es limitada y aumentan 
considerablemente el riesgo de sangrado, especialmente tras la cirugía. Asimismo, 
algunos agentes anticoagulantes, como por ejemplo las cumarinas (warfarina y 
acenocumarol), requieren varias horas para poder ejercer dicho efecto, lo que los 
convierte en agentes inadecuados para una tromboprofilaxis aguda y un control escaso 
para el ajuste de su posología crónica lo que compromete la tromboprofilaxis mantenida. 
Por todo ello, la utilización de los RBC-PA ofrece numerosas características plausibles para 
su uso tromboprofiláctico pero las más importantes se centran en: I) el aumento 
considerable de la vida media de la droga conjugada, lo cual disminuye la dosis inicial 
administrada y con ello el número de efectos secundarios, II) su presencia en todo 
momento en circulación asociado a la superficie eritrocitaria, lo que limita los problemas 
de difusión a tejidos no deseados (por ejemplo en el parénquima cerebral [224]) o al 
entorno del coágulo hemostático y III) la incorporación selectiva a los coágulos 
patológicos nacientes, potenciando su disolución desde su interior (fig. 6I). Además, 
existen otras características muy interesantes que potencian su aplicabilidad, como son la 
limitación del efecto indiscriminado del PA mantenido en circulación sobre las proteínas 
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plasmáticas [214], protegiendo los niveles de Fg ó Plg circulantes, o la preservación de la 
actividad del PA al limitar el efecto de los inhibidores plasmáticos sobre el PA conjugado 
[240]. 
La generación de estos complejos tromboprofilácticos, RBC-PA, se ha investigado 
anteriormente mediante el uso de aproximaciones complejas para su uso clínico. Por 
ejemplo, la producción escalonada de los RBC biotinilados asociados a los PA biotinilados 
a través de la intermediación de la SA [214, 224]. Pero también se han tratado de 
abordar sistemas de formación directa en circulación como es el caso de la conjugación 
del PA a un anticuerpo contra CR-1 [184] o el desarrollo de proteínas de fusión que 
conjugaban los núcleos activos del scFv contra glicoforina A y el PA [79, 228].  
El presente trabajo surge con la intención de mejorar la aplicabilidad clínica a medio plazo 
mediante el diseño de un sistema directo y controlable de conjugación del PA al eritrocito 
portador, que preserve aún más su efectividad en circulación y limite su acción más allá 
del período de riesgo protrombótico del paciente, generándose una especie 




Figura 6I. Ventajas tromboprofilácticas de los RBC-PA frente al PA libre. Tomado de: “Prophylactic 
fibrinolysis through selective dissolution of nascent clots by tPA-carrying erythrocytes” [214]. Representación 
esquemática de los efectos del PA libre (tijeras) comparados con los RBC-PA. PA libre: 1 rápida eliminación 
principalmente vía hepática; 2 extravasación a los tejidos adyacentes; 3 actúa sobre los coágulos en formación; 4 
actúa sobre los coágulos hemostáticos. RBC-PA: 1 su eliminación es menor y principalemente a través del RES del 
bazo; 2 no se extravasa a los tejidos adyacentes; 3 no actúa sobre los coágulos hemostáticos; 4 restringen su 








En el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
1. Comparar la capacidad fibrinolítica real de los distintos PA utilizados en la práctica 
clinica (tPA, Ret, TNK y UK), con el fin de mejorar la selección de estas drogas en 
determinadas aplicaciones clínicas. Para ello realizaremos un estudio comparativo in vitro 
e in vivo de los diferentes PA en función de: 
• Su capacidad plasminogenolítica. 
• Su susceptibilidad frente a los inhibidores plasmáticos. 
• Su afinidad por la Fn y su capacidad de difusión hacia el interior del coágulo. 
• Sus concentraciones molares y no en función de datos aproximados dependientes 
de los controles de cada compañía o que incluyen la acción de otros agentes 
asociados en la fórmula farmacéutica (L-arginina, L-lisina o ácido aminocaproico). 
 
2. Formar conjugados covalentes SA-PA para la generación directa de complejos 
RBCb/SA-PA, mejorando su posible aplicabilidad clínica. Para ello estudiaremos: 
• La selección del PA más adecuado para la formación de los conjugados covalentes 
SA-PA. 
• La formación de conjugados, principalmente bimoleculares, que eviten 
interacciones múltiples entre distintos RBCb. 
• La unión y estabilidad de los complejos RBCb/SA-PA. 
• La aparición, o no, de agregados eritrocitarios, que limitarían su viabilidad. 
• La actividad fibrinolítica de los complejos finales. 
 
3. Diseñar, producir, purificar y testar in vitro, ex vivo e in vivo diferentes FP que 
puedan utilizarse como profármacos para una fibrinolisis inteligente mediante su 
direccionamiento con RBC. Para ello realizaremos los siguientes pasos: 
• Seleccionar el PA a fusionar comparando moléculas zimogénicas frente a 
moléculas que muestran una resistencia específica ante determinados inhibidores. 
• Diseñar una FP entre el núcleo activo de la SA y el de un PA de diseño, que 
mantenga tanto la capacidad de unión a la biotina del núcleo de SA como las 
propiedades enzimáticas del agente fibrinolítico. 
• Producir y purificar la FP de interés en el sistema celular seleccionado (células S2 
de insecto). 
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• Determinar el rendimiento de la purificación, la estabilidad y la actividad de la 
proteína obtenida. 
• Comparar la actividad enzimática de las FP libres con las de la FP unida a RBC, así 
como evaluar la estabilidad de los RBC/SA-PA y su posible viabilidad posterior in 
vivo. 
• Realizar las farmacocinéticas y analizar la biodistribuicón vías de eliminación de 
los RBC-PA durante períodos prolongados (24 horas). 
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1. REACTIVOS. 
Utilizamos los siguientes reactivos: NHS-LC-biotina [succinimidil-6-(biotinamido)- 
hexanoato], NHS-LC-LC-biotina [succinimidil-6-(biotinamido)-6-hexanamidohexanoato], 
Sulfo-NHS-LC-biotina [sulfosuccinimidil-6-(biotinamido) hexanoato] como agentes 
biotinilantes; SATA (N-Succinimidil S-acetiltioacetato) como donador de grupos sulfhidrilo 
tras su activación por la  hidroxilamina (NH2OH) y sulfo-SMCC [SMCC; sulfosuccinimidil-4-
(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato] como donador de grupos maleimido o 
aceptores de grupos sulfhidrilo, reactivo de Ellman [ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)] 
para la determinación de los grupos sulfhidrilo; isotiocianato de fluoresceína (FITC) y 
Dylight 633 NHS-éster como fluoróforos para el marcaje de proteínas, todos ellos de 
Pierce.  
Para el marcaje radiactivo de proteínas y eritrocitos se utilizaron Na125I y Na2
51CrO4 
respectivamente de Perkin-Ellmer. Sigmacote®, trombina, fibrinógeno bovino, PAI-1, 
inhibidor de carboxipeptidasa derivado de patata (PCI), acrilamida/bisacrilamida (40%), 
ácido tricloroacético (TCA), lecho de columna de afinidad M2 y azul de Coomassie (R-250) 
de Sigma. Activadores del plasminógeno: alteplasa, tPA (Activase®) y tenecteplasa, TNK 
(TNKase®) de Genentech; reteplasa, Ret (Retavase®) de Centocor; uroquinasa, UK 
(Urokinase®) de Vedim. Estreptavidina, Fg humano libre de plasminógeno y glu-
plasminógeno de Calbiochem. El plásmido de expresión en células de insecto (pMT/Bip) 
que contiene la secuencia de la UK-T [77, 78, 241] y las scFv fusionadas con la variante 
de ratón de la tenecteplasa, mRK, o con UK-T [228, 241] fueron donados amablemente 
por el Dr. V.R. Muzykantov (“Institute for Environmental Medicine” y “Department of 
Pharmacology”, Universidad de Pensilvania, Filadelfia, EEUU). El plásmido de expresión en 
E.coli (pET21a) que contiene la secuencia del núcleo de SA (GenBank DQ376186) [218] 
fue donado gentilmente por la Dra A.Ting (“Department of Chemistry”, Massachussets, 
Instituto de Tecnología, Cambridge, Massachussets, EEUU). Las proteínas de fusión, FP, 
de la SA fusionada con UK de bajo peso molecular activable por trombina (UK-T) y la 
fusión con la mutación D117A de la SA fueron generadas en el laboratorio. Para el clonaje 
de la SA y la mutagénesis dirigida del plásmido que codifica para SA-UK-T se utilizó la Taq 
polimerasa (Phusion®) de Finnzymes, los dNTP de Biotools, los oligonucleótidos de 
Invitrogen, las endonucleasas de restricción, la DNA ligasa T4, las soluciones tampón 
específicas y la albúmina de New England Biolabs. 
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Para la amplificación del DNA transformamos bacterias competentes E.coli DH5 de 
Invitrogen. Las bacterias transformadas las crecemos en placas de agar con medio LB-
ampicilina (50 g/ml), medio LB y medio LB-ampicilina (100 g/ml). Para el cultivo y 
producción de proteínas en la línea celular S2 de Drosophila melanogaster utilizamos el 
medio de Schneïder, suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor, 
penicilina/estreptomicina y blasticidina de Invitrogen, medio libre de suero Insect Xpress® 
de BioWhittaker y Fugene 6®, como agente lipídico de transfección, de Roche. El plasma 
humano pobre en plaquetas (PPP) proviene de donantes sanos de la unidad de 
transfusiones del hospital universitario “Príncipe de Asturias” (Alcalá de Henares). Todos 
los procedimientos llevados a cabo en los animales de experimentación fueron aprobados 
por un comité ético y realizados de acuerdo con la legislación Europea de protección y 
bienestar animal. Los ratones utilizados fueron los C57/Bl6J (Charles River Laboratories o 
Harlan). La anestesia de los animales se realizó con una mezcla de ketamina (Imalgene®; 
Merial) y  xilacina (Rompun®; Bayer). 
 
2. MARCAJE RADIACTIVO. 
2.1 Marcaje radiactivo de proteínas. 
Para marcar las proteínas con isótopos radioactivos utilizamos una solución salina 
de Na125I (20 Ci/l). Para ello, cubrimos la superficie inferior interna de un tubo de 
borosilicato (12 x75 mm) con 300 l de una solución oxidante de Iodo-Gen® de Pierce 
(1,3,4,6-tetracloro-3-6-difenilglicouril) [242], de 0,5 mg/ml en cloroformo. Tras la 
evaporación del disolvente bajo una atmósfera inerte de N2 para recubrir las paredes del 
tubo con el reactivo, mezclamos de 50 a 100 l de la solución proteica a marcar (0,5-3 
mg/ml, calculada mediante el método de Bradford) con la solución de Na125I (0,25 Ci/g 
de proteína, finales). Incubamos la mezcla durante 5 minutos en hielo, lo que permite la 
incorporación de los átomos de 125I mediante la oxidación de los grupos fenólicos de la 
proteína. Tras la incubación, extraemos la proteína y la filtramos por las columnas de 
desalación Bio-Spin 6® (Bio-Rad) para eliminar el exceso de isótopo no incorporado [243, 
244]. Finalmente, caracterizamos la proteína marcada, a través de su cuantificación en la 
solución final utilizando el método de Bradford y mediante la precipitación producida por 
el ácido tricloroacético, estableciendo tanto su marca específica (cpm/g) como el 
porcentaje de 125I libre en la solución. Estas condiciones de marcaje nos permiten 
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mantener un control exhaustivo del grado de modificación manteniendo la viabilidad de la 
proteína marcada en todo momento.   
 
2.2 Marcaje radiactivo de células. 
Para el marcaje radiactivo de los RBC, incubamos una suspensión al 10% de 
hematocrito en PBS-BSA (4%) con Na2
51CrO4 a razón de 0,2 nCi/RBC. La incubación se 
realiza durante 60 minutos a temperatura ambiente o durante 16 horas a 4ºC, lo que 
permite la incorporación permanente del 51Cr en la hemoglobina. Tras dicha incubación, 
lavamos la suspensión de eritrocitos eliminando así el 51Cr libre no incorporado [245, 
246]. 
 
3. FORMACIÓN DE COÁGULOS. 
Como herramienta principal en los ensayos de actividad y retención de las distintas 
drogas fibrinolíticas utilizamos distintos modelos. Para ello formamos coágulos a partir de 
distintas fuentes de Fg. Así, para coágulos en ausencia de inhibidores o componentes 
plasmáticos (PFC) usamos soluciones de Fg en el tampón Krebs-Ringer [71] (KRB; 1,2 
mM de KH2PO4, 1,2 mM MgSO4 7 [H2O], 4,7 mM KCl, 25 mM NaH2CO3, 119 mM NaCl y 
1,3 mM CaCl2 2[H2O]). Para coágulos donde exista la contribución de los componentes 
plasmáticos utilizaremos PPP, aislado de donantes sanos, los cuales podrán enriquecerse 
con Fg (3 mg/ml), para homogenizar su concentración en los distintos lotes de plasma, o 
con Fg 10 mg/ml para que adquieran una consistencia adecuada que nos permita su 
manipulación en los procesos de homogenización. Independientemente del tipo de 
coágulo, las soluciones de Fg o PPP polimerizan tras la adición de calcio y trombina (20 
mM y 0,2 UI/ml de concentraciones finales, respectivamente). La formación de coágulos 
ex vivo, para determinar la potencia fibrinolítica de la sangre de animales que poseen una 
mayor o menor presencia de PA, administrados exógenamente, en circulación, se realiza 
mediante la extracción de sangre. Para ello, utilizamos jeringuillas o capilares pretratados 
con sigmacote en ausencia de agentes anticoagulantes. Tras depositar la sangre en tubos 
de borosilicato, la coagulación se inicia por el contacto con una superficie extraña. Los 
coágulos se estabilizan durante 20 minutos a temperatura ambiente. En el caso de 
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necesitar almacenarlos por un tiempo más prolongado se guardan a 4ºC o en hielo. Para 
aquellos experimentos en los que tengamos que establecer las cinéticas de degradación 
de los coágulos, éstos podrán ser enriquecidos con 125I-Fg (durante su formación) [214]. 
Los coágulos maduros serán recubiertos con un volumen similar de solución tampón o 
solución salina. A los tiempos establecidos de incubación del coágulo a 37ºC se 
determinará la presencia de Fn radiactiva liberada al sobrenadante, que será proporcional 
al grado de fibrinolisis. La cuantificación de la radiactividad la realizamos en un contador 
gamma. 
 
4. MODELO ANIMAL DE TROMBOEMBOLISMO PULMONAR (PE).  
Formamos coágulos de 2 ml con una solución 10 mg/ml de Fg bovino en PPP. Tras 
la adición de la solución de calcio y trombina, los coágulos polimerizan durante 20-60 
minutos a temperatura ambiente y se dejan madurar toda la noche a 4º C, con el fin de 
favorecer el proceso de estabilización del coágulo en ausencia de fibrinolisis. En todo 
momento dichos coágulos se mantienen en hielo para reducir y/o evitar la acción de los 
enzimas presentes en el plasma sanguíneo. Los coágulos se extraen de los tubos de 
borosilicato y se cortan mediante una cuchilla en trozos milimétricos. Dichos trozos se 
resuspenden en 2 ml de KRB y se someten a tres procesos de homogenización mediante 
un Polytron® (Brikmann), obteniendo una suspensión de microémbolos (ME), de tamaño 
variado. Con el fin de homogenizarla, ésta se somete a un período de sedimentación de 5 
minutos tras los cuales recogemos entre 50-75% del sobrenadante que contiene 
partículas comprendidas entre 1.5-5 m de tamaño (>95%). El homogenizado de 
partículas se ajusta a la concentración deseada (6000-7000 ME/l de suspensión) para 
generar el PE en el animal. Para ello, administramos 200 l de la suspensión de ME a 
través de la vena yugular. En este modelo los ME quedan retenidos mecánicamente en el 
pulmón a partir de los capilares y por agregación llegan a obturar arteriolas de tamaño 
medio como muestra la figura 1MM. El PE generado no es letal, ni sintomático, pero es 
capaz de reflejar la oclusión de la vasculatura pulmonar y el efecto endógeno y 
terapéutico de los fibrinolíticos [71]. 
 
 
  Materiales y Métodos 
51 
 
5.     ACTIVADORES DEL PLASMINÓGENO LIBRES.  
5.1. Ensayos de actividad fibrinolítica en exposición constante. 
Para la realización de cinéticas fibrinolíticas partimos de coágulos de 200 l puros 
de Fn (PFC) o de PPP (enriquecidos o no en Fg). Estos coágulos incorporan trazas de 125I-
Fg durante su polimerización. Los coágulos maduros, se cubren con el mismo volumen de 
solución tampón, como control, o conteniendo los distintos PA a concentraciones 
indicadas. 
Para estudiar la sensibilidad de los PA al PAI-1, las soluciones de PA se preincuban 
durante 15 minutos a concentraciones crecientes e indicadas del inhibidor. Para estudiar 
la acción del inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina (TAFIa [247]), durante la 
fibrinolisis de coágulos de PPP, añadimos 30 g/ml de PCI previa polimerización [157] 
(exceso molar que se corresponde con 70 veces la concentración plasmática de TAFI). 
Como controles internos utilizamos el recubrimiento con KRB en ausencia de la droga. 
Para estudiar la actividad fibrinolítica zimogénica de las FP, cubrimos los coágulos 
con una solución preactivada con trombina (0,2 UI/ml, durante 1 hora 37ºC) o sin 
preactivar con trombina. Con la intención de saber si la FP se activa en un ambiente 
protrombótico, añadimos ésta previamente a la polimerización de los coágulos. 
 







Figura 1MM. Histología del modelo de PE. Las imágenes histológicas se corresponden con muestras de pulmón 
provenientes de animales 60 minutos después de ser inyectados con salino o con una suspensión de ME. Con las tinciones de 
hematoxilina/eosina se observa: colágeno (rosa pálido),  Fn (rosa intenso), citoplasma acidófilo (rojo), basófilo (púrpura), 
núcleos (azul), eritrocitos (rojo). Con la tincón del tricrómico de Masson se observa: citoplasma, eritrocitos, músculo, fibrina 
(rojo); colágeno (verde) y los núcleos (marrón). Las imágenes fueron tomadas con un aumento de 10x.  
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5.2 Ensayos en exposición transitoria al PA. 
5.2.1 Actividad fibrinolítica. 
Partimos de coágulos formados a partir de una disolución de 125I-Fg de 500 l (10 
mg/ml). Tras la polimerización, obtenemos coágulos más resistentes que los anteriores, 
que son susceptibles de ser manipulados y transferidos a otros tubos, donde se lavan con 
KRB y enfrían a 4ºC. Estos coágulos los incubamos, durante 5 minutos, con las soluciones 
de drogas elegidas a 4ºC, evitando de este modo que se inicie la fibrinolisis. Tras dicha 
incubación, los coágulos se lavan y transfieren a nuevos tubos de ensayo, donde quedan 
recubiertos con un volumen igual de tampón. Como control positivo de la fibrinolisis 
realizamos una cinética de degradación de coágulos en exposición constante con la misma 
solución de PA (2 nM, excepto UK con 3,3 nM). 
5.2.2 Retención y penetración de los PA.  
Formamos coágulos (10 mg/ml) y tras su maduración añadimos concentraciones 
equimolares de los distintos 125I-PA, incubándolos durante 5 minutos en hielo. 
Posteriormente, los coágulos se lavan con tampón, se transfieren a nuevos tubos de 
ensayo y, finalmente, cuantificamos la retención de los 125I-PA. 
La penetración de los PA hacia el interior la estudiamos mediante microscopia 
confocal (TC SP5 Leica Microsystem), utilizando el objetivo de inmersión 40x, HCX PL 1,25 
oil. Para ello, formamos los coágulos, con Fg marcado fluorescentemente (FITC), en una 
cámara de fabricación propia de 1.5 mm (espesor) x 2 cm (anchura) x 2 cm (altura). 
Dichos coágulos se incuban durante 5 minutos con los PA marcados fluorescentemente 
(DyLight 633), incorporando entre 0,7-1 residuos de fluoróforo por molécula de PA (véase 
fórmula, donde la Amáxima es la absorbancia medida a la longitud de onda de máxima 
absorción para el fluoróforo y fluoróforo es su coeficiente de extinción). De este modo, 
podremos observar tanto la penetración de las drogas como su colocalización con la Fn 
[248, 249].  
 
 Amáxima x factor de diluciónfluoróforox concentración (M)Residuos incorporados=
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5.3 Ensayos in vivo.  
5.3.1 Actividad fibrinolítica. 
Utilizamos ratones anestesiados mediante la inyección intraperitoneal de 
ketamina/xilacina (100/10 mg/kg). Formamos una suspensión de ME incorporando 125I-Fg 
(2 x 107 cpm) durante la formación del coágulo inicial, obteniendo por lo tanto 125I-ME 
(~30.000 cpm/dosis). Inyectamos 200 l de la suspensión de 125I-ME en la vena yugular 
de los ratones anestesiados. Pasados 10 minutos, tiempo en el cual existe una 
distribución homogénea de los 125I-ME en la microvasculatura pulmonar y aún no se ha 
iniciado la fibrinolisis endógena [71], inyectamos los distintos PA a diferentes dosis (8,3 – 
33 nmol/kg, correspondientes con las dosis terapéuticas de tPA de 0,5-2 mg/kg). Tras 50 
minutos, sacrificamos los animales mediante dislocación cervical, aislamos los pulmones y 
analizamos la radiactividad retenida en los mismos.  
 
5.3.2 Retención de la droga en el pulmón embolizado. 
Para estudiar la retención de la droga en el pulmón embolizado inyectamos una 
dosis de ME (200 l iv.) en ratones anestesiados. Al igual que en el ensayo de actividad, 
pasados 10 minutos inyectamos cantidades trazadoras y equimolares de los 125I-PA. Cinco 
minutos más tarde, cuando aún no se ha producido la fibrinolisis, sacrificamos los 
animales y analizamos la presencia de PA radiactivo retenido en los pulmones, el cual nos 
permitirá calcular el número de moléculas retenidas, en función de su marca específica. 
 
6.   MODIFICACIÓN DE LOS ERITROCITOS CON LOS REACTIVOS DE BIOTINA. 
Extraemos la sangre de la región retroorbital mediante capilares heparinizados. 
Los eritrocitos (RBC) se aislan de sangre anticoagulada (heparina sódica) mediante 
sucesivos lavados con un exceso de 10-15 volúmenes de PBS levemente hipertónico (20 
mM fosfato, 9,5 g/l NaCl, pH 7,4), que favorece la integridad de los RBC durante el 
proceso de manipulación y modificación. El PBS no podrá estar enriquecido en BSA 
durante el proceso inicial de biotinilación, pero sí posteriormente (PBS-BSA, 4%) para 
favorecer la estabilidad de los RBC modificados, disminuir las uniones inespecíficas tanto 
en los marcajes, como en las reacciones de formación de complejos con la droga. Para la 
 54 
biotinilación de los RBC, la sangre recogida se lava 6 veces en PBS no enriquecido, con el 
fin de eliminar el exceso de proteínas y grupos amino libres en el plasma. El lavado 
eritrocitario se realiza mediante centrifugación, 10 minutos a 1000 g (8ºC). Tras los 
lavados, los RBC se resuspenden al 10% de hematocrito en PBS y se añade el reactivo de 
biotina (NHS-LC-biotina o NHS-LC-LC-biotina, cuyos brazos espaciadores son de 22,4 ó 
30,5, respectivamente) a la concentración molar indicada. Seguidamente, la mezcla se 
incuba durante 30-60 minutos a temperatura ambiente y el exceso de biotina se elimina 
mediante 3 lavados en PBS-BSA. Los RBCb obtenidos se mezclan con eritrocitos normales 
(N-RBC), con el fin de aumentar el volumen y disminuir uniónes inespecíficas durante los 
procesos de cuantificación o modificación posterior, y se resuspenden al 10% de 
hematocrito.  
Para la modificación de los RBC directamente in vivo inyectamos el reactivo de 
biotina (Sulfo-NHS-LC-biotina), a través de la yugular de ratones anestesiados, empleando 
las concentraciones molares indicadas [221].  
Para cuantificar el número de biotinas accesibles en los RBCb añadiremos un 
exceso de 106 moléculas de 125I-SA sobre RBCb y los incubamos durante 1 hora a 
temperatura ambiente. El exceso de 125I-SA que no haya reaccionado lo eliminamos 
mediante 3 lavados en PBS-BSA y, finalmente, cuantificamos su unión analizando la 
radiactividad unida a las células. 
 
7.   FORMACIÓN DE ESPECIES PROTEICAS CAPACES DE UNIRSE A LOS ERITROCITOS. 
 En los siguientes apartados describiremos la formación de distintas especies 
proteicas las cuales combinan I) la molécula o núcleo de anclaje al eritrocito portador, 
bien la SA (que se une a la superficie del eritrocito biotinilado) o bien la fracción variable de 
cadena sencilla de un anticuerpo (scFv) contra la glicoforina A de ratón (Ter119), y II) el 
agente fibrinolítico adecuado. De este modo, obtendremos conjugados químicos, a través 
de agentes entrecruzantes y proteínas de fusión, que combinen las propiedades de las 
distintas especies individuales en una misma proteína. 
 
7.1 Conjugados químicos entre la estreptavidina y los activadores del plasminógeno. 
 La formación de los conjugados químicos la realizaremos gracias a los agentes 
entrecruzantes, donadores (SATA) y receptores (SMCC) de grupos sulfhidrilo, los cuales 
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modificarán a cada una de las especies individuales, SA y PA, para posteriormente formar 
los conjugados moleculares SA-PA. Atendiendo a la naturaleza del PA utilizaremos dos 
representantes derivados del tPA para su modificación: la TNK y la Ret. 
 
7.1.1 Modificaciones de las proteínas. 
La SA y el PA se modifican con los reactivos bifuncionales SATA y SMCC, que 
incorporan en su estructura el grupo NHS-éster, el cual establece un enlace covalente con 
las aminas primarias de las proteínas. Para que se pueda llevar a cabo esta reacción, las 
proteínas deben estar en un medio tamponado libre de aminas primarias. Por lo tanto, 
para proporcionar el medio adecuado para la modificación proteica realizamos un 
intercambio de la solución tampón inicial por la de reacción. Dicho intercambio se realiza 
bien mediante diálisis por difusión pasiva, a través de una membrana de 6 kDa, o bien 
por columnas de desalación. En el caso de los PA, es común que las preparaciones 
farmacéuticas incorporen residuos amino libres como lisinas o argininas o que se utilice 
un tampón TRIS rico en grupos amino libres, por tanto, el intercambio de medio se 
realizará por un tampón HEPES-Tween (300 mM de HEPES, 0,01 % Tween 80®, pH 7,4) 
de suficiente densidad, para evitar la precipitación del PA. Dado que la SA se encuentra 
en PBS (20 mM, pH 7,4), siendo éste un medio libre de aminas primarias, no requiere los 
procesos de diálisis. Las modificaciones las realizamos durante 1 hora a 4ºC en una 
proporción molar proteína:reactivo 1:10 para SATA ó 1:3 para SMCC. Los excesos de 
SATA y SMCC no unidos los eliminamos por filtración en columnas de desalación. En estas 
condiciones la incorporación media de grupos -SH o maleimido por molécula de proteína, 
determinada por la reacción de Ellman [250], es de aproximadamente un residuo (tabla 
1MM). 
 SA TNK Ret 
Exceso 
molar 
10x 20x 30x 10x 20x 30x 10x 20x 30x 
SATA 
0,5-1 0,9-1,5 1,4-2,7 0,6-1,1 1,2-2,2 2-3 -- 0,8-1,2 1,6 
Exceso 
molar 
3x 5x 10x 3x 5x 10x 3x 5x 10x 
SMCC 0,7-1,1 1,5-3 3,5-4,5 -- 1,1-2,3 2,5-3,6 0,6-1,2 1,3-2 1,8-2,7 
Tabal 1MM. Cuantificación mediante la reacción de Ellman del número de residuos de SATA o SMCC incorporados a las 
proteínas. La cuantificación del SATA se realiza de un modo directo por la reacción del reactivo de Ellman con los grupos sulfhidrilo 
generados tras su activiación por la hidroxilamina. La medición de la incorporación de SMCC se realiza de un modo indirecto, mediante la 
cuantificación del consumo de grupos sulfhidrilo libres de una solución de cisteína de concentración conocida. 
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7.1.2 Formación de conjugados. 
Para generar los conjugados (SA-PA) se mezclan el PASMCC con la SASATA  o el PASATA 
con SASMCC, en una relación molar de 1 SA: 5 PA. Para que la reacción entre el SATA y 
SMCC se produzca, es necesaria la activación del SATA mediante la incubación con 
hidroxilamina, la cual genera el residuo sulfhidrilo a partir del grupo tioacetato [184, 251, 
252]. De esta manera, el grupo –SH proveniente del SATA activado reaccionará con el 
grupo maleimido del SMCC (fig. 2MM). Aplicando las relaciones anteriormente citadas se 
favorece principalmente la unión de una única molécula de SA por conjugado, 
disminuyendo la probabilidad de formar conjugados multimoleculares que pudieran 
agregar los complejos finales RBCb/SA-PA (fig. 4MM). La caracterización de los 
conjugados SA-PA se realizará mediante SDS-PAGE. No obstante, durante la generación 
de conjugados SA-PA, podrían formarse multímeros (SAx-PAy)n. Por tanto, para aislar los 
conjugados bimoleculares SA-PA de estos y de sus especies independientes SA y PA, 
fraccionamos la mezcla obtenida (500 g), mediante cromatografía líquida de proteínas 
(FPLC), con la columna de exclusión por tamaño Superdex 200 10/300 GL (TricornTM) 
acoplada a un colector de fracciones que incorpora un espectrofotómetro (A280 nm) con el 






Figura 2MM. Formación de los conjugados químicos 
SA-PA a través de los agentes bifuncionales SATA y 
SMCC. 
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7.2 Proteínas de fusión. 
Las proteínas de fusión consisten en la combinación de las propiedades de 
distintas proteínas en una sola mediante ingeniería genética. De este modo 
combinaremos las capacidades de unión de la SA o de las fracciones variables de Ac junto 
con las capacidades fibrinolíticas de variante de la UK de bajo peso molecular activable 
por trombina en lugar de por Pln. 
 
7.2.1 Proteínas de fusión entre la fracción variable de anticuerpos y los 
activadores del plasminógeno. 
 Las primeras proteínas de fusión que utilizamos fueron generadas en el laboratorio 
del Dr. V.R. Muzykantov, las cuales combinaban la scFv Ter119 bien con el núcleo 
fibrinolítico de la mRK o bien con el de la UK-T. La mRK es una variante de ratón del tPA 
en la que se han delecionado los dominios F-EGF-K1 y muestra resistencia frente a PAI-1, 
gracias a la sustitución en el núcleo proteásico del punto de interacción con PAI-1 
mediante mutagénesis dirigida [228]. Sin embargo, la UK-T consiste en la variante 
zimogénica de la UK de bajo peso molecular, que por la deleción de 2 aminioácidos se 
convierte en una variante de la UK activable por trombina en lugar de por Pln (fig. 3MM 
a) [78]. 
 
7.2.2 Proteínas de fusión que combinan el núcleo de la estreptavidina con la 
urokinasa activable por trombina. 
7.2.2.1 Clonaje de SA y SA-UK-T. 
Para clonar la secuencia de SA o de SA-UK-T en el plásmido de expresión pMT/BiP 
(fig. 3MM b) realizamos una PCR (reacción en cadena de la polimerasa) utilizando los 
siguientes oligonucleótidos: 5’-GGACTAGTATGGCTGAAGCTGGTATCACC-3’ (sentido), 5’-AT 
AAGAATGCGGCCGCGCCGGAAGAGCTACTACCCGATGAGGAAGAGGAAGCAGCGGACGGTTT-3’ 
y 5’-TCTCGAGTTAGGAAGCAGCGGACGGTTT-3’ (antisentido). Todos ellos incorporan en el 
extremo 5’ un sitio de restricción, para  las endonucleasas Spe I en el oligonucleótido 
sentido y Not I [con la cadena espaciadora (SSSSG)2AAA] o Xho I en el antisentido. De 
este modo, el inserto de SA podrá digerirse con estos enzimas generando extremos 
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cohesivos con los del plásmido pMT/BiP (Spe I y Xho I; fig. 3MM b) o los presentados en 
el plasmido que contiene UK-T (Spe I y Not I; esquema UK-T fig. 3MM). La digestión 
mediante las endonucleasas referidas se realiza durante 3 horas a 37ºC, utilizando una 
concentración final de dichos enzimas de 1 U/ l. El producto de PCR lo purificamos en 
columnas con membrana de silica-gel, según instrucciones del fabricante (GE Healthcare). 
Tras la migración electroforética en gel de agarosa purificamos el vector digerido 
(conteniendo o no la secuencia de UK-T en función de los enzimas utilizados). Para la 
formación de la molécula híbrida pMT/BiP-SA y pMT/BiP-SA-UK-T, utilizamos las 
relaciones molares vector:inserto 1:3 y 1:6, fijando la cantidad de vector en 100 ng, 
añadiendo 10 unidades de DNA ligasa T4 y ATP e incubándolo durante 16 horas a 16ºC. 
Posteriormente, amplificamos los plásmidos obtenidos mediante la  transformación por 
choque térmico de bacterias DH5 [253] y purificamos el DNA por el método de lisis 
alcalina [254], tras el crecimiento en medio líquido de colonias seleccionadas (kit Wizard 
Plus® SV Minipreps DNA Purification System, Promega). La correcta inserción la 
confirmamos mediante el análisis de la secuenciación de la muestra. 
 
7.2.2.2 Mutagénesis dirigida de SA-UK-T. 
Con el objetivo de introducir la mutación D117A en la secuencia de la SA asociada 
a UK-T y contenida en el vector pMT/BiP (pMT/BiP-SA-UKT), realizamos una PCR de 30 
ciclos con una enzima de alta procesividad y baja tasa de errores. Para ello, utilizamos 
oligonucleótidos en los que se incluye la mutación (negrita) flanqueada por 15 nucleótidos 
que anillan con la secuencia parental, en presencia de los siguientes cebadores: 5'-
CCCTGGTTGGTCACG C CACCTTCACCAAAGTT-3' (sentido) y 5'-AACTTTGGTGAAGGTG G 
GCGTGACCAACCAGGG-3' (antisentido). De este modo, la polimerasa genera copias del 
plásmido parental introduciendo la mutación contenida en los oligonucleótidos y dejando 
mellas, que serán selladas tras la transformación por los sistemas de reparación de DNA 
presentes en las bacterias. Para evitar la transformación bacteriana con los plásmidos 
originales (metilados), el producto de PCR (no metilado) se digiere con el enzima de 
restricción Dpn I, el cual degrada el DNA metilado. Finalmente, comprobamos la correcta 
incorporación de la mutación mediante la secuenciación de la muestra. 
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7.2.2.3 Cultivo, transfección de células embrionarias de insecto (línea celular 
S2) y producción  proteica. 
La plataforma celular escogida para la producción proteica escogido fue la línea 
celular embrionaria S2, derivada de Drosophila melanogaster en etapa tardía (20-24 
horas). Son células semiadherentes que crecen formando una monocapa. Su temperatura 
óptima de crecimiento es de 28ºC  sin aporte de CO2. El cultivo lo realizamos según las 
instrucciones del proveedor en medio de Schneïder suplementado con FBS (inactivado por 
calor), penicilina/estreptomicina y L-glutamina [255]. Así, 24 horas después de sembrar 3 
ml de células S2 a una concentración de 2 millones/ml, realizamos su transfección con 
Fugene 6® mediante la incubación de  2 g de una mezcla de los plásmidos pMT/BiP-
inserto (SA, SA-UK-T o D117A SA-UK-T) y junto con el plásmido que confiere resistencia a 
la blasticidina (pBlast) en una relación molar de 20:1 (pMT/BiP:pBlast). Para la formación 
de proteínas quiméricas SA:SA-UK-T introducimos en la mezcla las diferentes relaciones 
molares (3:1; 1:1 y 1:3) de los plásmidos pMT/BiP conteniendo los insertos de SA y SA-
UK-T respectivamente. Tras la incubación de las células transfectadas en un medio 
enriquecido en blasticidina (concentración final de blasticidina 25 g/ml), seleccionamos 
aquellas células que hayan sido transfectadas correctamente y que, además de incorporar 
el gen de resistencia a la blasticidina, también hayan incorporado el gen que codifica para 
la proteína deseada. Dichas células seleccionadas son posteriormente transferidas a un 
medio libre de suero (Insect Xpress®), inducidas mediante la adición de CuSO4 (750 M 
final) y cultivadas en agitación constante (145 rpm, Innova 4.000), para permitir la 
correcta oxigenación de las muestras. Las células se expanden inducidas en este medio 
hasta alcanzar concentraciones celulares de 20 millones/ml a los 5 días. 
a b 
  
Figura 3MM. UK-T y pMT. (a) Representación esquemática de UK-T en la que se muestra el punto de deleción de los dos 
aminácidos que convierten la UK activable por Pln en UK activable por trombina (modificado de “Design and evaluation of a 
thrombin-activable plasminogen activator” [78].(b) Representación esquemática del plásmido y del inserto SA-UK-T donde se 
muestran: el promotor inducible por metales (MT), el péptido señal, el inserto junto con los puntos de corte para introducirlo así 
como la cadena espaciadora que separa la SA de la UK-T. 
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7.2.2.4 Purificación de las proteínas de fusión. 
Para purificar las FP recogemos el medio de las células inducidas después de 5 
días. Utilizamos las columnas de afinidad M2 [77] las cuales fijarán nuestra proteína de 
interés a través del epítopo N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C, incluido en la FP. 
Finalmente, eluimos la proteína con una disolución de glicina y NaCl (1 M y 0,1 M, 
respectivamente), a pH 2 (tanto para SA-UK-T como para la SA-UK-T que incorpora la 
mutación D117A), o en gradiente de pH de 4,5 a 2 (para la purificación de proteínas 
quiméricas) obteniendo una solución de proteína altamente purificada cuyo rendimiento 
varia entre 0,1-0,5 mg/lmedio inducido. 
 
7.3 Ensayos de caracterización. 
7.3.1 Ensayos cromatográficos: electroforesis en gel de poliacrilamida. 
Utilizamos ésta técnica para separar mezclas de proteínas, investigar la 
composición y subunidades de las mismas y verificar la homogeneidad de la muestra. En 
la electroforesis en gel de poliacrilamida, las proteínas migran a través de poros en la 
matriz del gel, en respuesta a un campo eléctrico. La combinación entre el tamaño de 
poro del gel (determinado por la concentración del acrilamida empleado) y la carga, 
tamaño y forma de las proteínas determinan su migración final. Utilizamos el método 
clásico de Laemmli [256] en distintas condiciones de la muestra: reductoras, 
desnaturalizantes y pseudonativas. De este modo bajo las condiciones reductoras en 
presencia de SDS, -mercaptoetanol y calentamiento a 95ºC durante 10 minutos, 
desnaturalizamos la muestra y eliminamos los puentes disulfuro. Sin embargo, en las 
condiciones desnaturalizantes calentamos la muestra desnaturalizando la proteína, pero 
manteniendo los puentes disulfuro, puesto que carece de -mercaptoetanol. Finalmente, 
en las pseudonativas, al no calentar la muestra y carecer de ß-mercaptoetanol, 
mantenemos incluso la estuctura cuaternaria. No obstante, utilizamos el prefijo “pseudo” 
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7.3.1.1 Western blot. 
Utilizamos esta técnica para verificar la presencia y el peso molecular de las 
proteínas de interés. Para ello, extraemos el sobrenadante de las células transfectadas y 
lo mezclamos con la solución tampón de Laemmli [256] (62 mM de Tris-HCl a pH 6.8, 5 
% de SDS, 5 % de glicerol y 0,005 % de azul de bromofenol, sin -mercaptoetanol dado 
que destruye el epítopo reconocido por el anticuerpo primario). La separación de las 
proteínas del extracto la realizamos mediante SDS-PAGE y, posteriormente, las 
transferimos a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences). 
Para visualizar las proteínas específicas se realizó el siguiente protocolo a 
temperatura ambiente. Primeramente, bloqueamos la membrana durante 1 hora con una 
solución al 5% de leche desnatada disuelta en tampón TBS-T (20 mM de Tris-HCl a pH 
7.2, 150 mM de cloruro de sodio y 0,1 % de Tween 20®), seguido de la incubación con el 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-UK humana (American Diagnostica Inc.) diluido en 
ésta solución (1 hora). Tras 3 lavados de la membrana con el tampón TBS-T (10 minutos 
cada uno), incubamos durante 1 hora con el anticuerpo secundario antimurino acoplado 
al enzima HRP (peroxidasa de rábano) disuelto en la solución de bloqueo. Finalmente, 
realizamos otros 3 lavados previa exposición de la membrana a los reactivos “Supersignal 
West Pico Chemiluminescent Substrate” (Pierce) que producirá una reacción 
quimioluminiscente por la oxidación del luminol catalizada por la enzima HRP y potenciada 
con ECL (“Enhanced ChemiLuminescence”) de Amersham Biosciences. El revelado lo 
realizamos mediante películas autoradioráficas donde queda impresa la luz emitida por la 
reacción. El análisis cuantitativo de la intensidad de las bandas lo realizamos con el 
programa Quantity One v4.6 (Bio-Rad). 
 
7.3.2 Espectrometría de masas. 
 Utilizamos esta técnica con fines cualitativos y cuantitativos. De este modo, las 
distintas especies multiméricas las analizamos mediante la ionización MALDI 
(desorción/ionización mediante láser asistida por Matriz), acoplada a un analizador 
TOF/TOF, el cual permite determinar las masas de los fragmentos que se derivan de la 
descomposición metaestable de péptidos. Dicha descomposición genera la denominada 
huella peptídica de fragmentación del péptido, la cual es característica de la secuencia del 
mismo y permite su identificación inequívoca. Se mezcló 1 l de la disolución, obtenida 
tras la purificación de la muestra de SA-UK-T o de la SA comercial (1 mg/ml), con 1 l de 
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una disolución saturada de ácido -ciano-4-hidroxicinámico  (Bruker-Daltonics, Bremen, 
Alemania) en acetonitrilo acuoso al 50% (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 0,25% 
(v/v) de ácido trifluoroacético (Sigma). La mezcla se depositó en un portamuestras MALDI 
de acero inoxidable y se dejó secar a temperatura ambiente. Los espectros de masas 
MALDI se obtuvieron en un espectrómetro de masas MALDI Ultraflex (Bruker-Daltonics) 
[257]. Los espectros de masas se midieron en modo positivo, a una frecuencia de láser de 
50 Hz, y se acumularon 1000 espectros individuales. Para la calibración externa de los 
espectros de masas se empleó como referencia el espectro de la seroalbúmina bovina 
(Sigma). La calibración y el etiquetado de los espectros de masas se llevó a cabo 
mediante el programa flexAnalysis (Bruker-Daltonics), reflejándo en una gráfica las 
distintas masas moleculares de las distintas especies detectadas. 
 
7.3.3 Ensayos de funcionalidad. 
 Para analizar el mantenimiento de la funcionalidad de los núcleos activos de la 
proteína de fusión, así como establecer el poder fibrinolítico de las proteínas de fusión 
frente a los PA de uso terapéutico utilizamos las técnicas descritas a continuación. 
 
7.3.3.1 Fijación de proteínas a pocillos de poliestireno. 
Para estudiar la capacidad de unión y la capacidad amidolítica de las FP utilizamos el 
ensayo sobre pocillos recubiertos con BSA biotinilada. De esta forma, recubrimos la 
superficie interna de los pocillos de placas de 96 de poliestireno. Para ello, incubamos 200 
l de una solución de 1 g de BSA biotinilada, o BSA no modificada como control, durante 
1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, los pocillos se lavan 5 veces con PBS y se 
incuban, para bloquear la unión inespecífica, con 300 l de PBS-BSA al 5%, durante 1 
hora a temperatura ambiente. Finalmente, se lavan 5  veces con PBS y se cuantifica la 
unión. 
 
7.3.3.1.1 Ensayo de unión del sobrenadante celular. 
 Los pocillos así tratados los utilizamos para el análisis de la presencia de la FP (a 
partir del sobrenadante de las células transfectadas e inducidas) y de su capacidad de 
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unión a la biotina. De este modo, 200 l del sobrenadante celular se añaden a los pocillos 
recubiertos y se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 6 lavados con PBS, 
para eliminar las proteínas que no se hayan unido, los pocillos serán incubados con 1 g 
de anticuerpos monoclonales de ratón anti-UK humana (American Ddiagnostica Inc.) en 
una solución de 300 l de PBS-BSA al 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Seguidamente, los pocillos serán lavados con PBS e incubados con 300 l de una solución 
en exceso de Ac secundario anti-ratón (conjugado con peroxidasa de rábano, HRP). Esta 
reacción se lleva a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras los pertinentes 
lavados con PBS, la presencia de HRP será revelada mediante la adición de TMB  (3,3’, 
5,5’-tetrametilbenzidina, Pierce) y la aparición de color medida a 450 nm [77]. 
 
7.3.3.1.2 Ensayo de unión de la proteína de fusión purificada. 
Los pocillos recubiertos con BSA biotinilada se pueden usar también para la 
determinación directa de la unión de la FP purificada, la cual será marcada 
radiactivamente antes de su incubación en los pocillos. Para ello, diluciones seridas de la 
FP marcada, serán incubadas en 300 l de solución en PBS-BSA al 1%. Tras 1 hora de 
incubación a temperatura ambiente, los pocillos serán lavados 6 veces con PBS, cortados 
e introducidos en tubos de 12 x 75 mm. Dichos tubos serán analizados en un contador 
gamma (Perkin-Elmer) y su radiactividad cuantificada. En función de la actividad  
específica de la FP marcada, y la marca cuantificada en el pocillo, podemos establecer el 
número de moléculas de FP fijadas al pocillo. 
 
7.3.3.1.3 Ensayos de la actividad amidolítica de la FP presente en el 
sobrenadante celular. 
Sobre pocillos recubiertos con BSA biotinilada incubamos 300 l del sobrenadante 
de células transfectadas e inducidas durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 
eliminar el medio celular mediante 6 lavados con PBS, activamos la FP fijada con 50 nM 
de trombina (2 horas a 37ºC) y posteriormente incubamos con 2 M de glu-Plg (50 mM 
de Tris, pH 7,5). Para determinar la actividad de la Pln generada añadimos Spectrozyme® 
PL (American Diagnostica Inc.) y medimos la densidad óptica a 405 nm [77]. 
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7.3.3.2 Zimografía en gel. 
Utilizamos esta técnica para verificar la presencia de nuestra proteína de fusión y 
determinar su actividad plasminogenolítica y zimogénica. Para ello, realizamos una 
migración electrofotética de la FP en geles del 10% de poliacrilamida con un 1% de leche 
desnatada y 20 g/ml de Plg. Tras la renaturalización de la proteína en el gel mediante la 
adición de Tritón X-100 al 2.5% en PBS durante 30 minutos, añadimos la solución de 
revelado (“zymogram developing buffer”, Invitrogen), la cual contiene una mezcla iónica 
que favorece la actividad enzimática. Todo ello lo incubamos durante 4 horas a 37ºC. 
Finalmente, teñimos el gel con azul de Coomassie [77, 241], obteniéndose tras los 
lavados unos halos blanquecinos correspondientes con las zonas de actividad lítica de la 
Pln (generada por la actividad del PA) sobre las proteínas de la leche. 
 
7.3.3.3 Actividad fibrinolítica. 
La determinamos mediante cinéticas de degradación de coágulos radiactivos 
(véase apartado 3) tanto en coágulos nacientes como en coágulos hemostáticos. Para la 
determinación de la actividad fibrinolítica de los coágulos nacientes añadimos la FP 
purificada a la disolución de Fg previa adición de CaCl2 y trombina, mientras que para la 
determinación de su zimogenicidad en ausencia de preactivación los añadimos sobre los 
coágulos radiactivos maduros (coágulos hemostáticos). 
 
8. COMPLEJOS ERITROCITARIOS. 
8.1 Formación de los complejos: RBC-PA. 
Para formar complejos RBCb-PA in vitro, añadimos un exceso de conjugado 
químico (SA-PA) o de FP, de 106 moléculas por cada RBCb. De este modo, saturamos los 
grupos de biotina accesibles en la superficie eritrocitaria de tal manera que se favorezca 
la reacción de una molécula de SA por cada residuo de biotina. Para cuantificar la unión 
del PA incorporado a la superficie de los RBCb utilizamos los compuestos marcados 
radiactivamente SA-125I-PA o 125I-FP. Las reacciones de unión RBC biotina/ SA-PA o FP, las 
realizamos durante 30-60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente lavamos los 
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complejos generados 6 veces con PBS-BSA y los resuspendemos al 10% de hematocrito 
[184, 214]. 
La formación de complejos RBC-PA con Ter119-mRK y Ter119-UK-T se realizan 
directamente, en la circulación del animal anestesiado, tras la inyección iv. de la FP 
pertinente a una dosis de 4 mg/kg [228, 241]. 
 
8.2 Ensayos de estabilidad de los complejos. 
8.2.1 Mantenimiento de la unión. 
Para estudiar el mantenimiento de la unión de los PA a la superficie eritrocitaria 
incubamos a 4ºC una suspensión de los complejos (al 10 % de hematocrito) formados 
con el conjugado SA-25I-PA o con la 125I-FP, , durante los tiempos seleccionados. 
Posteriormente, lavamos los RBC-PA con PBS-BSA (3 veces), eliminando la fracción de 
proteína marcada liberada al sobrenadante. Finalmente, transferimos la suspensión 
eritrocitaria a un nuevo tubo, evitando así la unión inespecífica sobre el mismo, y 
contamos la radiactividad remanente. 
 
8.2.2 Ensayos de agregación. 
Este tipo de ensayo cualitativo sirve para identificar la formación de agregados 
eritrocitarios tras la formación de los complejos RBCbx/SA-PA o FP. De existir dicha 
agregación, los complejos no atravesarían convenientemente el lecho capilar generando 
problemas de estabilidad y eliminación. Para ello, dejamos sedimentar por gravedad en 
pocillos de fondo cónico, una suspensión al 1% de hematocrito. Dicha sedimentación se 
realiza durante toda la noche a 4ºC [214, 241]. Si dicha suspensión está compuesta por 
eritrocitos viables y no agregados aparecerá un sedimento homogéneo de la fracción 
celular en el fondo del cono. Si por el contrario, la suspensión contiene eritrocitos 
agregados, la sedimentación de estos eritrocitos no sería homogénea y aparecerá como 






      
       
 
 
Figura 4MM. Ensayo de agregación de los RBC-PA. A la izquierda se muestra el esquema del ensayo, donde una 
suspensión de los complejos al 1% de hematocrito se deja precipitar durante toda la noche a 4ºC, generando un 
sedimento de eritrocitos homogéneo y, por tanto, no agregados en el fondo del pocillo (arriba) o agregados heterogéneos 
en las paredes del pocillo  (abajo).  
 
8.2.3 Ensayo de hemolisis reactiva. 
Otro método para estudiar la viabilidad de los RBCbx/FP es comprobar la activación 
de la hemolisis reactiva, de los eritrocitos alterados, mediada por la deposición de las 
moléculas C3b del complemento presente en el suero sanguíneo [258]. Para ello, 
aislamos el suero, a partir de sangre extraida en ausencia de anticoagulantes. Dicha 
sangre se deposita en tubos de borosilicato permitiendo su coagulación, durante 4 horas 
a 4ºC. Para aislar el suero, deplecionado de las proteínas de la coagulación, y eliminar los 
restos sólidos, centrifugamos los coágulos a 800 g durante 10 minutos. Posteriormente, 
diluimos el suero (relación 1:5) con PBS BSA (1 mg/ml) y 450 l de esta disolución la 
mezclamos con 50 l de los RBCbx/FP (con distintos grados de modificación). Dicha 
mezcla la incubamos durante 1 hora a 37ºC. A continuación, centrifugamos a 600 g 
durante 5 minutos y diluimos 250 l del sobrenadante con 1 ml de agua destilada. El 
líquido obtenido se analiza mediante un espectrofotómetro para determinar el grado de 
hemolisis, el cual será proporcional al incremento de absorbancia a 405 nm debido a la 
aparición de hemoglobina liberada en el sobrenadante celular. Dicho grado de hemolisis 
se verifica mediante la interpolación de los valores obtenidos en una curva patrón de lisis 
de una suspensión conocida de eritrocitos. Utilizaremos como control de lisis total (100%) 
a una mezcla de 50 l de RBC en agua y como negativo una incubacion de RBC en PBS 
isotónico. 
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8.3 Ensayo in vitro de actividad de RBC-PA en coágulos. 
Con el fin de estudiar la actividad fibrinolítica de los RBC-PA, utilizaremos un 
ensayo en un sistema de coágulos maduros (apartado 3.1) y otra aproximación para los 
coágulos en formación (coágulos nacientes), siendo el efecto de ésta última más similar al 
efecto perseguido en la clínica con estos complejos. Los 125I-PFC en formación se 
enriquecen con los RBC-PA, previamente a la adición de CaCl2 y trombina (volumen final 
200 l) [214]. Tras la polimerización de los coágulos radioactivos (20 minutos), éstos se 
cubren con un volumen de KRB y se realiza una cinética de degradación como se 
describió anteriormente (véase apartado 5.1 de Materiales y Métodos). Como control 
negativo los coágulos se enriquecen con N-RBC. Por otro lado, la actividad zimogénica de 
los RBCb/FP la determinamos mediante cinéticas de degradación de coágulos añadiendo 
los complejos (que pueden estar preactivados por la trombina) sobre los coágulos 
radiactivos previamente formados. 
 
8.4 Ensayos en animales. 
Para conocer el potencial tromboprofiláctico de nuestras FP es necesario analizar 
su comportamiento in vivo. Estableceremos, por tanto, sus perfiles farmacocinéticos, 
biodistribuciones y actividades enzimáticas tras su paso por la circulación. 
 
8.4.1 Farmacocinética y biodistribución tisular. 
Para seguir los complejos en circulación o la proteína libre utilizamos el doble 
marcaje formando los complejos 51CrRBCbx/
125I-FP, 51CrRBCbx/
125I-SA o 125I-FP libre. 
Inyectamos iv. 200 l de los complejos resuspendidos al 10% de hematocrito y diluidos 
en una relación 1:1 con N-RBC [214, 240, 245, 259], o 200 l de la 125I-FP libre en dosis 
trazadoras que permitan seguirla en el organismo (100.000 cpm). A los tiempos 
seleccionados, extraemos 100 l de sangre a través de la yugular contralateral, la 
depositamos sobre heparina,  y centrifugamos la muestra a 1.200 g. Posteriormente, 
analizamos la radiactividad en la fracción plasmática (sobrenadante) y en la fracción 
celular (precipitado). También realizamos el análisis postmortem de la radiactividad en 
distintos órganos. 
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El volumen total de sangre en el animal lo extrapolamos estimando que un 7% del 
total de la masa, expresada en g, se corresponde con el volumen de la sangre, expresado 
en ml. 
 
8.4.2 Actividad fibrinolítica ex vivo. 
Realizamos la fibrinolisis ex vivo siguiendo el protocolo descrito [214, 240, 241, 
245] con la intención de conocer el tiempo de actividad de los complejos RBC-PA en 
circulación. Inyectamos 200 l iv de los complejos generados ex vivo (RBCb/SA-UK-T o 
mFP) resuspendidos al 20% y diluidos 1:1 con N-RBC, o una dosis de 4 mg/kg de Ter119-
PA en ratones anestesiados. En los tiempos establecidos extraemos 100 l de sangre a 
través de la yugular, en ausencia de anticoagulantes (Sigmacote®), y la mezclamos 
rápidamente con trazas de 125I-Fg en tubos de borosilicato, dejando coagular la muestra. 
Utilizaremos como control negativo la sangre de los mismos animales previamente a la 
inyección de la droga. Después de 20 minutos a temperatura ambiente cubrimos los 
coágulos formados con KRB y los incubamos a 37ºC. La fibrinolisis de los coágulos estará 
en relación a la radiactividad  liberada al sobrenadante a lo largo del tiempo. 
 
9.   ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Los análisis estadísticos, se realizan mediante la ayuda del programa informático 
Sigma Stat 3.1 (Systat Software Inc.). Los datos se analizan primeramente para detectar 
el tipo de distribución de las poblaciones (paramétricas o no paramétricas) utilizando 
posteriormente el análisis comparativo adecuado. Los datos se representan como media 
(M) ± error estándar de la media (SEM). Consideramos un resultado estadísticamente 
significativo cuando p0,05, representándolo del siguiente modo: p0,05 (*), p<0,01 (**) 
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1. ESTUDIO DE LAS CARACTERÍSTICAS DE LOS PA LIBRES. 
 
Dada la existencia de múltiples PA utilizados en la práctica clínica iniciamos 
nuestro estudio con la intención de establecer las características del tPA y sus derivados 
de diseño utilizados en clínica (Ret y TNK) en nuestros modelos experimentales y así 
conocer mejor sus propiedades enzimáticas y de interacción con las proteínas 
plasmáticas. En base a dichos resultados: I) podremos seleccionar un PA según el tipo de 
patología trombótica, dependiendo de la composición y del tipo de coágulo (arterial, 
venoso o cardiaco), y II) estableceremos el comportamiento específico de los distintos PA 
con el fin de seleccionar o diseñar el agente más adecuado para formar complejos con los 
RBC portadores en terapias tromboprofilácticas. Así, nos centraremos en aquellos PA 
anteriormente citados, y la UK, excluyendo los PA en fase de ensayo clínico, y aquellos 
que han demostrado antigenicidad (SK y SAK). Para ello estudiamos la actividad 
fibrinolítica de las distintas drogas en un modelo in vitro, altamente controlable, donde 
estableceremos la relación del PA con los diferentes componentes del coágulo (Fn y Plg), 
la presencia o no de componentes plasmáticos y su comportamiento en función del 
tiempo de vida media en circulación. Dichos resultados los compararemos con los 
obtenidos in vivo en un modelo de ratón de embolia pulmonar. 
 
1.1 Capacidad fibrinolítica. 
Para estudiar la capacidad fibrinolítica de los distintos PA y caracterizar sus 
distintas potencias, realizamos cinéticas de degradación de coágulos de 125I-Fn en 
presencia o ausencia de plasma y en condiciones equimolares. Al utilizar coágulos puros 
de Fn (PFC) observamos como concentraciones de 2 nM de tPA, Ret y TNK muestran la 
misma actividad fibrinolítica (fig. 1R a), como es esperable al compartir el mismo núcleo 
catalítico. Sin embargo, la UK, con distinto centro catalítico, requiere concentraciones 
superiores (3,3 nM) para mostrar una misma actividad. Para comprobar que la 
equiactividad de tPA y sus derivados no se debe a posibles fenómenos de saturación, los 
cuales podrían enmascarar las diferencias, realizamos una titulación decreciente (2-0,1 
nM) donde se repite el mismo comportamiento equiactivo de tPA, TNK y Ret, lo que 
certifica la misma capacidad plasminogenolítica (fig. 1R b). Por otro lado, al analizar la 
actividad fibrinolítica de los distintos PA en presencia de plasma (PPP) observamos una 
disminución parcial de la actividad de Ret (2 nM), frente a tPA (2nM) y TNK (2nM), y una 
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disminución casi completa de la de UK (3,3 nM). Al mismo tiempo, tPA y TNK mantienen 
entre ellos una actividad similar y superior a la Ret (fig. 1R c). Estos resultados incitan a 
estudiar en mayor profundidad las diferencias de comportamiento entre el tPA y sus 
derivados. Para ello, analizamos la actividad fibrinolítica de los distintos PA sobre PPP 
enriquecidos en Fn (fig. 1R d), donde UK, al igual que en el caso anterior sobre los PPP, 
se mantiene inactiva. Ret pierde prácticamente toda su actividad y, sorprendentemente, 
TNK disminuye sensiblemente su actividad, sugiriendo un papel relevante o modulador de 
la Fn en el proceso fibrinolítico, en función del PA utilizado. 
 
a b 
[PA]=2nM, excepto [UK]=3.3 nM 
  
c 
[PA]=2nM, excepto [UK]=3.3 nM 
 
d 
[PA]=2nM, excepto [UK]=3.3 nM 
 
Figura 1R. Cinéticas de degradación de coágulos en exposición constante al PA. (a) Cinética de degradación 
de PFC recubiertos por una solución de PBS (control) o PBS en presencia de 2nM para tPA, Ret o TNK y 3,3 nM para UK. 
(b) Capacidad fibrinolítica comparativa a las 4h de titulaciones decrecientes (eje de abscisas) para tPA, Ret y TNK en 
PFC. (c) Cinética de degradación sobre PPP. (d)  Cinética de degradación realizada sobre PPP enriquecidos en Fg 
(3mg/ml). M±SEM; n  9 experimentos para cada condición. 
 
Estos resultados apoyan la existencia de distintos factores activos en el control de 
la fibrinolisis, no solo en cuanto a la naturaleza del centro catalítico del PA sino también 
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1.2 Susceptibilidad del tPA y sus derivados a los inhibidores plasmáticos: PAI-1 
y TAFIa. 
Como hemos citado anteriormente, una de las posibles causas responsables de las 
diferencias fibrinolíticas observadas sobre los coágulos plasmáticos, puede venir definida 
por la contribución de los inhibidores (de mayor o menor especificidad) de los activadores 
del plasminógeno. Si bien existen múltiples inhibidores (PAI-1, TAFIa, C1-inhibidor, 2-
macroglobulina, -antitripsina, entre otros) PAI-1 es el que I) más especificidad muestra 
por los PA, II) posee una mayor concentración plasmática (tabla 2I), y III) forma 
complejos irreversibles PA:PAI-1 [260, 261]. Por lo tanto, realizamos cinéticas de 
degradación de PFC en presencia de tPA o sus derivados, preincubados con PAI-1. En 
concordancia con lo postulado, observamos como a medida que aumenta la concentración 
de PAI-1, la Ret muestra una mayor susceptibilidad, mientras que la TNK, variante 
diseñada para resistir la inhibición por parte del PAI-1 [42, 61, 154, 177], es la droga más 





Figura 2R. Acción de los inhibidores plasmáticos PAI-1 y TAFIa en la cinética de degradación de coágulos 
de PFC y PPP. (a) Capacidad fibrinolítica en PFC de 2 nM de PA preincubados durante 15 minutos con distintas 
relaciones molares (eje de abscisas) de PAI-1. (b) Efecto inhibitorio de TAFIa sobre un ensayo fibrinolítico de 2 nM de PA 
sobre PFC o sobre PPP-enriquecidos en fibrinógeno (3mg/ml), preincubados o no con PCI (30g/ml). Los datos de cada 
gráfica se representan como M±SEM; n  5 experimentos. ** p<0,01, ***p<0,001. 
 
Otro agente inhibidor importante en plasma es el TAFIa, el cual disminuye el 
efecto fibrinolítico a través de la reducción de los residuos Lys C- terminales generados en 
la Fn (véase Introducción, apartado 4.1.2). Como vimos en la figura 1R d, el 
enriquecimiento en Fn de los coágulos de PPP potenciaron el efecto inhibidor del plasma 
sobre Ret y mostraron un descenso significativo en la actividad de TNK. En este sistema, 
al preincubar los coágulos con PCI, inhibidor específico del TAFIa, revertimos el efecto 
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que TAFIa produce sobre la TNK y recuperamos parcialmente la capacidad fibrinolítica de 
Ret (fig. 2R b). Es interesante remarcar que dicho grado de recuperación para Ret en 
presencia de PCI (2,5) es superior al obtenido para TNK (1,75). Sin embargo, no se 
observa ningún efecto sobre el tPA, ni cuando se enriquecen con Fg los coágulos (de 
forma paralela a lo que ocurría en la figura 1R), ni cuando se incorpora al coágulo el PCI 
(fig. 2R b). 
 
1.3 Actividad, unión y penetración de los PA en exposición interrumpida. 
Los resultados anteriores se obtuvieron mediante una exposición constante de los 
coágulos a los distintos PA. Sin embargo, la actividad de las drogas en una situación 
terapéutica muestra no solo el efecto de los inhibidores o la composición del coágulo, sino 
que también se puede ver influido por la concentración de dicha droga en el trombo. Así, 
una alta retención del PA facilitará su efecto fibrinolítico sobre el mismo. En este sentido, 
incubaciones transitorias de los PA sobre los PFC reflejarán, de forma más eficiente, los 
bajos niveles de droga que alcanzan finalmente al coágulo. En este modelo, la Ret se 
muestra como la droga más efectiva, mientras que la actividad tanto de tPA o TNK 
disminuye en un 50% aproximadamente y la de UK en un 70%. (fig. 3R a). Dicho 
incremento de actividad de Ret está en consonancia con una mayor retención de 125I-Ret 
(fig. 3R b-barras rojas). Sin embargo, los resultados de retención de los 125I-PA sobre PFC 
deplecionados de Plg eliminan las diferencias existentes entre ellos (fig 3R barras grises), 
lo cual sugiere una importante contribución de los distintos componentes del coágulo en 
la fase de retención. El incremento de moléculas de Ret en el coágulo podría deberse a 
una mayor relación superficie del coágulo/tamaño del PA, gracias al menor tamaño 
molecular de esta droga (39 KDa) frente al de tPA o TNK (60 KDa). Sin embargo, su 
limitada especificidad por la Fn, debido al dominio K2 dependiente de Lys, favorece su 
difusión hacia el interior de los coágulos [158] y con ello el incremento de moléculas 
retenidas. La contribución de este último efecto es suficientemente interesante, no solo 
por verificar su retención, sino porque la fibrinolísis sería más efectiva al actuar la droga 
tanto desde el exterior del coágulo como desde su interior. Para comprobar en nuestro 
modelo de incubación transitoria este efecto sugerido, utilizamos Fg y PA marcados 
fluorescentemente (FITC y DyLight 633, respectivamente), sabiendo que ni la conjugación 
del fluoróforo sobre el Fg impide su coagulabilidad (fig. 3R c –Fn-FITC-), ni el marcaje  
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Figura 3R. Exposición transitoria (5 minutos) de los PA sobre PFC: actividad fibrinolítica, retención y 
penetración de los PA. (a) Cinética fibrinolítica de los distintos PA retenidos sobre 125I-PFC (10 mg/ml) tras incubación 
a dosis equiactivas de las drogas. La incubación se realizó a 4oC para evitar la activación fibrinolítica inicial. M±S.E.M, 
n=4-9. (b) Retención de moléculas de 125I-PA sobre PFC (10 mg/ml) bien en presencia (Fg) o ausencia de Plg (Fg-Plg). 
M±S.E.M, n=5-9. (c) Imágenes representativas mediante microscopía confocal del análisis de la penetración de los PA 
marcados con fluoróforo 633 (rojo) sobre PFC-enriquecidos en Fg (3mg/ml) marcado con FITC (verde). La colocalización 
de ambos marcajes (mezcla) aparece coloreada en naranja. (Panel interno) Actividad fibrinolítica en PFC (2 horas) de las 
drogas marcadas con agente fluoroforo en un ensayo de degradación por exposición constante del PFC a la droga; 
M±S.E.M, n=3. (d) Medición de la distancia de penetración de los distintos PA marcados fluorescentemente en el PFC; 
M±S.E.M, n=3. 
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controlado de los PA (0,5-1 moléculas de fluoroforo/PA) alteran su capacidad fibrinolítica 
(fig. 3R c, panel). Si medimos la distancia de penetración de los PA así como su 
colocalización con la Fn mediante microscopía confocal, observamos como Ret y UK 
penetran más profundamente hacia el interior del coágulo, como esperabamos y en 
función de su menor (Ret) y limitada (UK) capacidad de unión a la Fn. Por otro lado, el 
tPA y la TNK quedan atrapados en la superficie de los coágulos debido a su alta afinidad 
por la Fn (fig. 3R c y d). Estos últimos colocalizan completamente con la Fn del coágulo 
(fig. 3R c, “mezcla”) donde se hace patente el color naranja por la superposición de 
ambas imágenes. Dicha colocalización se evidencia también en el caso de la Ret a lo largo 
de su distancia de difusión, acorde con su cierta afinidad por la Fn. Sin embargo, la 
colocalización desaparece en los coágulos incubados con UK (tono rojo en la mezcla), 
debido a su falta de especificidad por la Fn, a pesar de que este PA profundiza en el 
coágulo a niveles similares a la Ret (fig. 3R c y d).  
 
1.4 Caracterización de los PA in vivo: retención de los PA y actividad 
fibrinolítica. 
Para comprobar el comportamiento de los distintos PA in vivo, utilizamos el 
modelo de tromboembolismo pulmonar en ratón (véase Materiales y Métodos apartado 
4). La retención ocurre de forma inmediata, por efecto meramente mecánico, 
distribuyéndose de forma homogénea en el órgano [71] y si no existe un tratamiento 
fibrinolítico efectivo, los coágulos se mantienen durante al menos 3 horas sin variación 
reseñable (fig. 4R a). Por lo tanto, para comprobar la capacidad fibrinolítica de las drogas 
en estudio, inyectamos en el ratón una dosis equimolar de los distintos PA dentro del 
rango farmacológico usado en la clínica (0,5-2 mg/kg). Usando la dosis más baja de 8,3 
nmol/kg (comparable a la dosis de 0,5 mg/kg para tPA) observamos como Ret es la droga 
más activa (fig. 4R b, panel izquierdo). Ret disuelve la carga embólica casi por completo 
tras 50 minutos de su administración. Por el contrario, tanto tPA, la droga de elección en 
clínica, como TNK, una droga con la misma vida media que Ret y resistente al principal 
inhibidor de los PA, el PAI-1, no solo son incapaces de producir unos niveles de lisis 
comparables al de Ret, sino que no muestran un efecto fibrinolítico apreciable (fig. 4R b, 
panel izquierdo). Este mismo comportamiento se muestra en la UK (fig. 4R b, panel 
izquierdo), una droga que in vitro mostró una menor eficiencia enzimática que tPA o TNK 
(véanse figs. 1R y 2R). Incrementando 4 veces la dosis de PA administrada en el animal, 
Resultados 
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33 nmol/kg (comparable a 2 mg/kg de tPA), la Ret aumenta su efecto fibrinolítico, pese a 
que el margen mejorable es escaso, y tPA consigue igualar los resultados obtenidos por la 
dosis baja de Ret (8,3 nmol/kg). TNK mejora sustancialmente su efecto fibrinolítico, pero 
queda a la par del efecto de UK sin llegar a la eficiencia del tPA (fig. 4R b, panel derecho). 
Conscientes de estos resultados, comprobamos si la mayor actividad de Ret también 
coincidía con una mayor retención de la droga en la zona embólica. Para ello, utilizamos 
coágulos sin marcar, e inyectamos droga marcada radiactivamente. Los resultados se 
muestran tras 10 minutos de la inyección de la droga, cuando aún no ha sido posible 
obtener actividad fibrinolítica y usando concentraciones trazadoras y equimolares de los 
PA. De esta forma, y paralelamente a la actividad de Ret en el modelo, es esta droga la 
que aumenta considerablemente su presencia en el órgano embólico frente a la escasa 
retención de las drogas altamente específicas con respecto a la Fn (tPA y TNK) o frente a 









 c  
 
Figura 4R. Degradación de ME en la vasculatura pulmonar y retención de los PA. (a) Cinética de degradación 
endógena de los 125I-ME en la vasculatura pulmonar del ratón tras su administración intravenosa y retención. Los datos 
recogen M±SEM, n= 6-9 provenientes de 2-3 experimentos distintos.(b) Análisis de la capacidad fibrinolítica de los 
distintos PA sobre los 125I-ME retenidos en la vasculatura pulmonar del ratón. La droga se administra a las dosis 
indicadas (equivalentes a 0,5 -izquierda- y 2 mg/kg –derecha- de tPA) 10 minutos después de los ME. Los datos se 
presentan como la M±SEM, siendo n= 10-12 animales (8,3 nmol/kg); 3-5 animales (33 nmol/kg). (c) Cuantificación de 
las moléculas de125I-PA retenidas en los pulmones de ratones pretratados con ME. La retención se mide 10 minutos tras 
la inyección de la droga,  M±SEM n= 9-10 animales de 3-4 experimentos distintos. 
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2. FORMACIÓN DE CONJUGADOS SA-PA Y COMPLEJOS RBC-PA. 
Resultados previos del laboratorio ponen de manifiesto el desarrollo de una nueva 
especie terapéutica inexistente hasta el momento: el uso de agentes fibrinolíticos en la 
terapia tromboprofiláctica. Para ello, el PA debe unirse a la superficie eritrocitaria desde 
donde ejerce su acción trombolítica de los coágulos nacientes, preservando la viabilidad 
de los hemostáticos. Sin embargo y pese al avance indiscutible que este sistema 
ofrecería, se trata de un proceso largo y complicado que requiere el aislamiento de los 
RBC de la sangre, su modificación química y posterior unión de la droga antes de 
administrarlos al paciente. Durante los últimos años han surgido múltiples trabajos 
tendentes a mejorar el sistema de generación de los complejos RBC-PA donde estos se 
podrían formar potencialmente en circulación mediante el uso de Ac monoclonales [79]. 
No obstante, éste proceso pierde universalidad en cuanto a las especies testadas, 
limitando mucho los ensayos de comprobación terapéutica. En los próximos apartados 
desarrollaremos diferentes aproximaciones con la intención de facilitar la generación de 
los complejos tromboprofilácticos, mediante la obtención de conjugados SA-PA. De esta 
manera recuperaremos de nuevo la universalidad del sistema mediante la unión de dichos 
conjugados a la superficie eritrocitaria biotinilada, habilitando así el ensayo a eritrocitos de 
cualquier especie animal. 
 
2.1 Biotinilación directa in vivo. 
En este primer apartado, nos centramos en la posibilidad de modificar 
directamente los RBC con biotina en sangre. Esto facilitaría la forma de generar los 
complejos RBCb/SA-PA en el paciente hospitalario, además de abrir la posibilidad de 
generar los eritrocitos biotinilados también en las propias bolsas de transfusión, utilizadas 
comúnmente en cirugía, donde la tromboprofilaxis postoperatoria es esencial. El grado de 
modificación de los RBC con biotina, que no altera la viabilidad celular, permite la 
incorporación de un número de moléculas de SA que fluctúa entre las 3-18 x 104 
moléculas/RBCb. Estas cantidades las obtenemos según el proceso clásico de biotinilación 
(aislando previamente los RBC de sangre) en un rango de concentraciones de biotina de 
entre 0,02 a 0,04 mM. No obstante, es posible aumentar el grado de modificación 
eritrocitaria con concentraciones mayores del reactivo biotinilante, uniendo más moléculas 
de SA de una forma lineal (fig. 5R, línea). Estos resultados se reproducen de forma 
efectiva al modificar directamente en circulación la sangre de los animales. Así al inyectar 
iv. concentraciones del orden de 1,3-2,6 mM de reactivo biotinilante, obtenemos una 
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modificación eritrocitaria paralela al rango de 0,02-0,04 del proceso clásico, mientras que 
al inyectar concentraciones superiores (5,2 mM) obtenemos modificaciones elevadas de 
los RBC (fig. 5R, barras). De este modo, podremos generar los RBCb en sangre completa, 
bien directamente en circulación o bien en la bolsa de transfusión sanguínea. 
 
 
Figura 5R. Biotinilación eritrocitaria ex vivo e 
in vivo. Análisis del grado de modificación con 
biotina de los eritrocitos de ratón tras su aislamiento 
de la sangre, eje “x” superior y línea contínua, o 
directamente en la sangre del animal tras la 
inoculación intravenosa del reactivo de biotina a las 
concentraciones indicadas, eje “x” inferior y barras. 
La cuantificación del grado de biotinilación se realiza 
tras la incubación de un exceso de 125I-SA sobre los 
eritrocitos aislados; M±SEM, n=6-12. 
 
 
Por otro lado, podemos observar como grados moderados de modificación de los 
RBCbx (aquellos que incorporan de 3 a 18 x 10
4 moléculas de SA/RBCb10-40; siendo “x” la 
concentración de biotina expresada en M) muestran una circulación prolongada al 
estudiar los complejos marcados radiactivamente 51CrRBCb10-40/
125I-SA (fig. 6R a y b). Sin 
embargo, su circulación se encuentra sensiblemente comprometida al aumentar el grado 
de modificación de los eritrocitos, y así los RBCb100/SA (fig. 6R a y b), los cuales 
incorporan 27 x 104 moléculas de SA, son retirados de la circulación a través de hígado y 
bazo de forma más rápida (fig. 6R d y e). Ambos marcadores radioactivos se distribuyen 
en la fracción celular sanguínea >95% (véase Materiales y Métodos apartado 8.4.1) lo 
que sugiere que en todo momento la molécula conjugada al eritrocito (en este caso SA) 
se mantiene unida a su portador en circulación (fig. 6R c). Para el resto de 
concentraciones más moderadas ambos marcadores isotópicos también se distribuyen de 
forma paralela (fig. 6R d y e), donde aparte de la sangre (datos recogidos en las gráficas 
a y b), los isótopos aparecen también en hígado y bazo. Sin embargo, aunque en el caso 
de los RBCb100 los niveles en hígado y bazo son elevados, para modificaciones menores 
los niveles son sensiblemente más bajos coincidiendo con grados de modificación 
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Figura 6R. Estudio de la circulación de complejos RBC/SA. Cinética en sangre de los complejos 51CrRBCbx/125I-SA 
(a) Seguimiento del 51Cr asociado al RBCbx del complejo. (b) Seguimiento del 
125I asociado a la SA del complejo. Los 
datos se presentan como el porcentaje presente en sangre de la dosis inicial inyectada.(c) Biodistribución de los 
51CrRBCbx del complejo por tejido 1 hora después de la administración de los mismos. (d) Biodistribución de los 
125I-SA 
de los complejos por tejido. Se excluye el dato de la sangre para magnificar los niveles de los tejidos en la gráfica. 
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2.2  Modificaciones de la SA y del PA con los agentes bifuncionales SATA y 
sulfo-SMCC. 
Tras comprobar que la incorporación de los residuos de biotina en la superficie 
eritrocitaria directamente en circulación es factible y que ésta alcanza niveles adecuados 
sin alterar su capacidad de circulación, procedemos a generar conjugados SA-PA los 
cuales puedan formar complejos con los RBCb en un solo paso. En el presente apartado 
perseguimos la obtención de compuestos químicos SA-PA, unidos mediante enlaces 
covalentes formados entre los agentes entrecruzantes (SATA y sulfo-SMCC), los cuales 
son introducidos selectivamente en ambos componentes del conjugado. Ambos agentes 
entrecruzantes reaccionan con las aminas primarias de la SA y de los PA gracias al grupo 
NHS-éster, incorporando de 0,5 a 4,5 residuos del reactivo según el exceso molar 
aplicado (de 3x a 30x; véase tabla 1MM). Tras su incorporación, es necesario comprobar 
que el grado de modificación de la SA o del PA no compromete su funcionalidad. 
Podemos observar (fig. 7R a) como modificaciones moderadas de la SA (~1 
residuo/molécula) con SATA mantienen su capacidad de unión a la superficie de 
eritrocitos biotinilados, mientras que la introducción de 1 residuo de SMCC por molécula 
de SA disminuye levemente la unión de ésta sobre los RBCb. En ningún caso, las 
modificaciones por estos agentes alteran la migración electroforética de la SA modificada 
resultante (fig. 7R b) mostrando, tanto SASATA como SASMCC una única banda que se 
corresponde con el PM esperado de la SA sin modificar.  
Dado que buscamos la obtención de conjugados (SA-PA) estables en circulación, 
trataremos de modificar las moléculas de forma individual evitando la pérdida de 
funcionalidad de las mismas y favoreciendo la generación de compuestos bimoleculares 
SA-PA. De esta manera, trataremos que el conjugado resultante, además de incorporar 
una única molecula de PA, presente una única molécula de SA. De esta manera 
evitaremos la generación de conjugados multimoleculares que promuevan interacciones 
múltiples entre varias unidades de SA presentes en un mismo conjugado y diversos 
residuos de biotina, bien en la misma superficie eritrocitaria o entre las superficies de 
distintos RBCb. De ocurrir así, la unión multivalente podría provocar a) la alteración de las 
proteínas controladoras del complemento, b) la disminución de la deformabilidad de los 
eritrocitos y/o c) la generación de especies agregadas (fig. 2MM) fácilmente eliminables 
por el RES. 
Para conjugar a la SA, elegimos dos moléculas distintas de PA, por un lado la TNK 
y por otro la Ret. Así, las modificaciones de la TNK con SMCC o SATA muestran en SDS-
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PAGE bajo condiciones reductoras un comportamiento diferente. De este modo, en el 
caso de la modificación con SMCC aparecen tanto las bandas correspondientes a la TNK 
nativa (fig. 8R a –TNK-), como también un conjunto de bandas de mayor PM que podrían 
reflejar la generación de especies multimoleculares (fig. 8R a, -SMCC-). En el caso de la 
modificación con SATA se aprecian exclusivamente las bandas correspondientes a la TNK 
nativa (fig 8R a, -SATA-): 60 kDa, correspondiente a la proteína de cadena sencilla, y 35 
kDa y 25 kDa, como representantes de su conversión a la proteína de doble cadena. Con 
el fin de buscar una segunda alternativa, utilizamos otro agente fibrinolítico que carece de 
varios núcleos de la molécula original de tPA, los cuales podrían fomentar la interacción 
multimolecular. De este modo las modificaciones de Ret con SMCC no producen 
multímeros (fig. 8R b) mostrando una banda que migra aproximadamente a 35 kDa, al 
igual que la Ret no modificada, de acuerdo con su PM esperado (39 kDa).  
Las modificaciones de los PA con los reactivos elegidos muestran un 
mantenimiento de su potencia fibrinolítica, siempre y cuando el grado de modificación no 
exceda la incorporación de más de un residuo de reactivo por molécula de PA. Esto se 
refleja en los ensayos de degradación sobre coágulos (PFC) con modificaciones crecientes 
de TNKSATA y RetSMCC (fig. 8R c y d, respectivamente), donde observamos como la 
incorporación de 0,8 residuos de reactivo por molécula de PA mantiene una capacidad 






Figura 7R. Estudio de la funcionalidad de SA tras su modificación por los agentes bifuncionales SATA y 
sulfo-SMCC. (a) Muestra el porcentaje de unión de la SA modificada tanto con SATA como con SMCC comparada con la 
SA sin modificar sobre RBCb20. M±S.E.M, n=5-12. (b) SDS-PAGE representativo en condiciones reductoras de la SA y la 
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2.2.1 Formación de conjugados SA-TNK. 
Puesto que la conjugación del PA al RBC aumentará considerablemente la vida 
media del fibrinolítico en circulación, y dado que estará expuesto a la acción constante de 
los inhibidores plasmáticos (principalmente PAI-1), escogimos la TNK como la candidata 
inicial para realizar los conjugados químicos, ya que esta molécula presenta resistencia 
frente al PAI-1 (fig. 2R a).  
Si bien es posible formar conjugados SA-TNK de forma independientemente al 
agente entrecruzante incorporado en cada una de las moléculas a conjugar (fig. 7R y 8R), 
nos decantamos por los conjugados SASMCC-SATATNK debido a que la modificación de la 
TNK con SATA no forma agregados multimoleculares per se (fig. 8R a). En este sentido, la 
combinación de SASMCC con TNKSATA genera la aparición de nuevas bandas de PM de 40 
kDa y 45 kDa que se corresponden con los conjugados formados entre una molécula de 






Figura 8R. Estudio de la funcionalidad de PA modificados por los agentes bifuncionales SATA y sulfo-SMCC 
(a), SDS-PAGE representativo en condiciones reductoras de la TNK modificada, o no, con 0,8 residuos de SATA o SMCC 
por molécula de PA (b) SDS-PAGE representativo en condiciones reductoras de la Ret sin modificar o modificada con 0,8 
residuos de SMCC por molécula de PA. (c y d) Muestran cinéticas de degradación de PFC con distintos grados de 
modificación de la TNKSATA (c) o de la RetSMCC (d). Los datos se muestran como M±S.E.M, n=3 por condición y proteína. 
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cadena sencilla (fig. 9R a calle 1 y fig. 9R b calles 4-6, flechas). Además, dichos 
conjugados ocurren únicamente tras la activación del residuo SATA de la TNKSATA (fig. 9R 
b calle 3 inactivada versus calles 4-6 activada) que permite la reacción de ésta con el 
SMCC, hecho que pone de manifiesto la especificidad y el control de la formación del 
complejo deseado. Además estos conjugados aumentan a medida que disminuimos la 
relación SASMCC:SATATNK (fig. 9R b; calles 4 -1:1-, 5 -1:3-, 6 -1:5-), seleccionando la 
relación 1:5 puesto que la formación de especies multimoleculares sería la menos 
favorable. No obstante y pese a que en la TNKSATA individual no aparecían agregados de 
alto peso molecular, la generación del conjugado con SASMCC si que parece mostrar la 




Figura 9R. Formación de conjugados SA-TNK. Geles representativos SDS-PAGE en condiciones reductoras de los 
conjugados SA-TNK. El gel de la izquierda (a) muestra los conjugados formados mediante SASMCC-SATATNK (1) apareciendo 
como dos bandas a 50 y 75 kDa, o SASATA-SMCCTNK (2) apareciendo como un grupo de bandas multimoleculares. (b) El gel 
de la derecha muestra el estudio de la conjugación bajo distintas relaciones molares de la SASMCC y la TNKSATA, donde la 
calle 1 muestra a la TNK, calle 2 TNKSATA, calle 3 TNKSATA (sin tratamiento con hidroxilamina)+SASMCC , calles 4-6 SASMCC+ 
TNKSATA en presencia de hidroxilamina pero a relaciónes molares 1:1 (4), 1:3 (5) y 1:5 (6). La calle 7 muestra el patrón de 
pesos moleculares. 
 
2.2.1.1 Unión de los conjugados SA-TNK a RBCb. 
Pese a la presencia de dichas especies multimoleculares en los conjugados SA-
TNK, quisimos comprobar si estos eran capaces de unirse a los RBCb, eligiendo una 
modificación moderada de los RBC con reactivo biotinilante que disminuyese la posibilidad 
de agregaciones (RBCb20). Para ello marcamos radiactivamente la 
125I-TNK previa 
modificación con SATA. Por lo tanto, generamos los conjugados SA-125I-TNK los cuales se 
unen de forma específica a los RBCb20, 14.090 ± 1.132 moléculas/RBCb20 frente a 682 ± 
79 moléculas/RBC (fig. 10R a). Además, el conjugado demuestra ser fibrinoliticamente 
activo, al introducir 107 RBC-PA en el interior de PFC (fig. 11R c). Sin embargo, los 
complejos RBCb20/SA-TNK generan precipitados anormales en pocillos de fondo cónico, 
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frente a la precipitación homogénea y estable mostrada por los RBCb20/SA, lo cual sugiere 
la agregación de los RBCb20/SA-TNK (fig. 10R b), que podría estar relacionada con la 
formación de conjugados multimoleculares (fig. 9R b, calles 4-6, llave). La agregación 
eritrocitaria al generar estos complejos impediría su utilización in vivo, dado que serían 




Figura 10R. Unión y agregación de los complejos RBCb20/SA-TNK. (a) Análisis de unión sobre eritrocitos 
modificados con reactivo de biotina (RBCb20) o controles (N-RBC) de conjugados 1:5 de SASMCC: SATATNK. (b) Ensayo de 
precipitación eritrocitaria donde se observa la precipitación homogénea en el fondo del pocillo para los RBCb/SA y la 
heterogénea de los complejos RBCb20/SA-TNK sugiriendo agregación. 
 
2.2.1.2 Purificación de los complejos SA-TNK mediante FPLC. 
Con la intención de analizar más detenidamente la aparición de estos compuestos 
multimoleculares (SAx-TNKy)n y aislar los conjugados bimoleculares sometimos la muestra 
a una separación cromatográfica en función de su peso molecular mediante columnas de 
FPLC. Los eluidos de la columna proveen diferentes especies de PM variables que 
representan conjugados (SAx-TNKy)n de mayor a menor PM, pero cuyas separaciones 
muestran picos no bien definidos dada la escasa diferencia de PM entre los distintos 
compuestos obtenidos (fig. 11R a, fracciones 2-6), salvo para la muestra que no ha 
reaccionado y que se eluye en las fracciones finales (fig. 11R a, SA+TNK -cuadro negro-). 
La conjugación de las especies purificadas en cada una de las fracciones seleccionadas 
(fig. 11R a, fracciones 2-6) a los RBCb otorgan compuestos que producen una agregación 
decreciente (fig. 11R b) y que culminan en la fracción 6 con un conjugado en el que se ha 
disminuido considerablemente el grado de agregación. Por tanto, sería potencialmente 
estable en circulación. Además, la fracción 6, genera un complejo RBCb20/SA-TNK 
fibrinolíticamente activo cuya actividad enzimática, proveniente de 107 RBCb20/SA-TNK, se 
encuentra sensiblemente disminuida en comparación con el compuesto no purificado (fig. 
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11R c). Sin embargo, la proximidad de los pesos moleculares de SA-TNK entre las 
especies bimoleculares y las multimoleculares es relativamente próxima y la resolución de 
la purificación por FPLC es muy limitada. Esto da lugar a un rendimiento de la purificación 
en torno al 3 %, por lo que la generación de conjugados suficientes para iniciar 







Figura 11R. Purificación de los conjugados SA-TNK, agregación y actividad fibrinolítica de los complejos 
RBCb20/SA-TNK. (a) Purificación mediante cromatografía líquida de exclusión por tamaño de los conjugados en 
relación 1:5 de SASMCC: SATATNK donde se observan las distintas fracciones eluidas (1-6) de mayor a menor PM de los 
conjugados o de la proteína remanente que no haya reaccionado (SA y TNK). (b) Ensayo de precipitación eritrocitaria de 
los complejos RBCb20/SA-TNK formados con las distintas fracciones purificadas en (a). (c) Cinética de degradación sobre 
PFC en los que se incorporan N-RBC (como control) o RBCb20/SA-TNK, los cuales han sido modificados por los 
conjugados formados directamente o bien por los conjugados purificados (F6). 
2.2.2  Formación de conjugados SA-Ret. 
Con el fin de buscar una alternativa más eficiente a la conjugación anterior, 
utilizamos la RetSMCC, la cual presenta menos aminas libres accesibles para su modificación 
por el agente entrecruzante, limitando posiblemente la formación de multímeros de (SAx-
Rety)n. De este modo, cuando incubamos la RetSMCC con la SASATA, sin activar mediante la 
hidroxilamina, los reactivos entrecruzantes no reaccionan entre sí y observamos las 
bandas correspondientes a las especies individuales (fig. 12R: calle RetSMCC+SASATA “-” y 
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calles Ret y SA). Sin embargo, cuando se activa la SASATA aparece una banda a 50 kDa 
correspondiente a la especie conjugada SA-Ret (fig. 12R: calle RetSMCC+SASATA  “+”).  
 
Figura 12R. Estudio electroforético de los 
conjugados SA-Ret. Se muestra un gel 
representativo SDS-PAGE en condiciones reductoras 
de las especies individuales o mezcladas para su 
conjugación en presencia o ausencia del catalizador 
de la conjugación: la hidroxilamina (NH2OH). La caja 
roja indica la presencia del conjugado bimolecular y 
la flecha la presencia de especies multimoleculares. 
 
 
Los conjugados SA-Ret muestran una unión dosis dependiente sobre RBCbx. De 
este modo, a medida que aumenta el grado de biotinilación de los RBC aumenta el 
número de moléculas de SA-125I-Ret incorporadas de forma específica a la superficie de 
los RBCbx (fig. 13R a). Así, se alcanza un máximo de aproximadamente 85.000 moléculas 
de SA-125I-Ret/RBCb200, sin haber llegado aún a la saturación del sistema. Otro hecho 
interesante es la falta de agregación observada en los complejos formados con RBC 
biotinilados moderadamente (RBCb20-60/SA-Ret), mientras que la agregación comienza a 
aparecer con niveles más elevados de biotinilación, RBCb100 ó RBC200 (fig. 13R b). La 
actividad fibrinolítica de los complejos RBCbx/SA-Ret aumenta de forma paralela al grado 
de modificación de los RBCb, lo cual está en consonancia con el número de moléculas de 
Ret unidas a la superficie eritrocitaria, por lo tanto, el aumento del grado de biotinilación 
eritrocitaria producirá una fibrinolisis más rápida (fig. 13R c). Aunque todos estos 
resultados son altamente prometedores, los complejos RBCbx/SA-Ret muestran un 
problema esencial que radica en un desprendimiento considerable de la unión del 
conjugado a su portador tras un tiempo relativamente corto (pocas horas desde su 
preparación), con aproximadamente un 50 % del conjugado unido inicialmente 
desprendido de la superficie eritrocitaria. Aunque aquellos eritrocitos conjugados poseen 
una estabilidad in vitro de los complejos importante, dicha estabilidad (referente a la 
unión) disminuye considerablemente tras una simple incubación (fig 13R d). Dicha falta 
de control sobre la muestra sugiere no proseguir con la consecución de los experimentos 
in vivo. Además, es probable que las alteraciones de las moléculas de PA y SA y su 
conjugación inicial mediante sucesivas trasformaciones den unas especies poco 
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controlables. Todos estos resultados nos llevan a desarrollar otras opciones centradas en 
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Figura 13R. Caracterización de los complejos RBCbx/SA-Ret. (a) Unión específica del conjugado SA-Ret sobre 
eritrocitos biotinilados a distintas concentraciones. (b) Ensayo de precipitación de RBCbx/SA-Ret en pocillo. (c) Ensayo 
fibrinolítico sobre PFC de conjugados RBCbx/SA-Ret formados a partir de distintos grados de modificación eritrocitaria. 
(e) Ensayo de estabilidad in vitro de los complejos formados con los RBCbx. M±SEM, n= 6- 12 Determinaciones 
provenientes de 2-4 experimentos. 
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3. GENERACIÓN DE FP Y CARACTERIZACIÓN DE SU POTENCIAL 
TROMBOPROFILÁCTICO. 
En el apartado anterior pudimos observar como los conjugados químicos entre la 
SA y el PA producían especies que podrían generar los complejos RBC-PA. Sin embargo, 
mostraban limitaciones determinantes para su desarrollo. 
En el siguiente apartado y con el fin de eliminar las posibles interacciones 
multimoleculares de los conjugados químicos SA-PA, decidimos diseñar proteínas de 
fusión entre los núcleos de SA y PA. Como introdujimos anteriormente, las FP ofrecen la 
posibilidad de obtener una única proteína que incorpora los núcleos de interés de dos 
proteínas independientes y distintas entre sí. En el presente apartado estudiaremos el 
diseño y analizaremos el comportamiento de la proteína de fusión sugerida.  
 
3.1 Un PA de diseño activable en el entorno protrombótico: UK-T. 
En colaboración con el grupo del Dr. Muzykantov (Universidad de Pennsylvania) y 
con la intención de seleccionar el núcleo fibrinolítico (PA) de la proteína de fusión objeto 
de nuestro estudio, comparamos diferentes PA desarrollados por su laboratorio. La 
aproximación del grupo de la Universidad de Pennsylvania buscaba la generación de 
proteínas de fusión, que utilizaran como núcleo portador el fragmento variable (scFv) del 
anticuerpo monoclonal contra GPA de ratón (Ter119). De este modo establecemos dos 
aproximaciones diferentes: I) mRK, un PA de ratón híbrido entre TNK y Ret, que contiene 
modificaciones en el núcleo enzimático similares a la TNK (posee resistencia frente a PAI-1) 
y carece de los dominios F, EGF y K1 (al igual que Ret), y II) UK-T, un derivado de UK 
activable por trombina en lugar de por plasmina, que circulará en forma de zimógeno, 
activándose en el coágulo en formación. Los resultados del uso de estas proteínas 
demostraron una circulación estable durante el tiempo testado [79, 228]. Sin embargo, 
mientras que mRK pierde su capacidad fibrinolítica de forma paralela al tiempo de 
circulación en el animal (fig. 14R a), la incorporación del núcleo de UK-T demuestra una 
actividad superior que se mantiene constante durante el tiempo de circulación (fig. 14R b). 
Por lo tanto, estos resultados sugieren que la droga más favorable para el diseño de la 





3.2 Producción y purificación de la proteína de fusión SA-UK-T. 
Para producir la FP necesitamos transfectar, de un modo estable, las células de 
insecto (S2) con un plásmido cuyo inserto contenga la información genética de los 
núcleos proteicos de las proteínas SA y UK-T en una misma proteína (fig. 3MM b). Dicho 
plásmido se incorporará al ADN de las células elegidas, produciendo y liberando al medio 
la proteína de fusión deseada tras la inducción de las células (fig. 3MM b). Como la SA-
UK-T generada porta el núcleo de la SA, y ésta es una proteína tetrámerica, la SA-UK-T 
generada debería de tetramerizar. Para verificar dicha producción, analizamos el 
sobrenadante celular mediante western blot (fig. 15R). Así, observamos la aparición de la 
banda de 47 kDa correspondiente al hipotético monómero de SA-UK-T (13kDa del núcleo 
de SA y 34 kDa de la UK-T), tras someter a la muestra a condiciones desnaturalizantes 
(fig. 12R, 95ºC). Sin embargo, en condiciones pseudonativas observamos la banda de 190 





Tiempo en la circulación (horas) 
Figura 14R. Fibrinolisis ex vivo producida por las FP Ter119-PA. Los gráficos muestran la fibrinolisis espontánea 
(6 horas a 37 ºC) producida por los coágulos formados a partir de sangre completa extraída, a los tiempos indicados (eje 
abscisas), de ratones previamente inyectados con 4 mg/kg de Ter 119-mRK (a) o Ter119-UK-T (b). La línea discontinua 
indica la fibrinolisis de un coágulo control formado con la sangre extraída de cada ratón previa a la administración de la 
droga. M ± SEM; n= 6 animales por grupo y 4 coágulos diferentes por tiempo. 
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Figura 15R. Presencia de la 
SA-UK-T en el medio de las 
células S2 trasfectadas e 
inducidas. (a) Western blot 
representativo en condiciones 
pseudonativas (R.T.) y 
desnaturalizantes (95ºC), del 
sobrenadante celular revelado 
con Ac anti-UK. 
Para la purificación de la proteína del medio celular utilizamos columnas de 
afinidad M2 (véase Materiales y Métodos apartado 7.2.2.4). El western blot del medio 
celular muestra a la SA-UK-T tras el revelado mediante un anticuerpo contra UK-T (fig. 
16R a). La eficiencia de la columna para purificar la proteína se observa por la 
disminución de SA-UK-T en el líquido filtrado (fig. 16R a, DC) en contraposición a lo 
mostrado en el medio de partida (fig. 16R a, AC). La SA-UK-T, presente en un litro de 
medio celular es retenida tras su paso por la columna de afinidad y posteriormente eluida 
en fracciones de 1 ml de tampón glicina, según muestra el patrón de elución 
caracterizado mediante la presencia de proteína medida a 280 nm (fig. 16R b, fracciones 
2-7). El western blot mostrado (fig. 13R b, figura superior), identifica a la SA-UK-T 
como la proteína recuperada tras la elución.  
a b c 
 
Fracción de elución 
 
 
Figura 16R. Purificación de la SA-UK-T del medio celular mediante la columna de afinidad M2. (a) Western blot 
en condiciones desnaturalizantes, revelado con anti-UK, del medio celular antes de su paso por la columna de purificación 
(AC), y después de su paso por la misma (DC). (b) Caracterización de la presencia de proteína, mediante análisis 
espectrofotométrico a 280 nm, en las fracciones de eluido provenientes de la columna de purificación (panel superior) 
análisis mediante western blot de las fracciones de elución. (c) Tinción de Coomassie de un gel de SDS-PAGE al 7.5% en 
condiciones pseduonativas, del medio celular previa purificación (”Previo”) y tras su purificación en la columna M2 (Eluido).  
Eluido   Previo    
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Tras el análisis cuantitativo del eluido obtenemos un rendimiento final de 0,4 mg 
de SA-UK-T por litro de medio celular. Además, el análisis cromatográfico en gel (SDS-
PAGE, teñido con azul de Coomassie) muestra claramente, en el medio sin purificar, una 
mezcla de distintas proteínas, con distintos PM (fig. 13R c, Previo). Por el contrario, el PM 
del eluido (fig. 13R c, Eluído) presenta una banda mayoritaria (~97%) de 190 kDa, que 
corresponde con el PM esperado para el tetrámero, y una banda minoritaria de 90 kDa, 
que podría corresponderse con el PM esperado para el dímero. 
 Llegados a este punto decidimos analizar la FP generada mediante espectrometría 
de masas. Esta técnica permite la separación de una muestra en sus componentes 
moleculares o atómicos debido a sus distintas masas. Por tanto, un análisis comparado de 
la proteína de fusión con la proteína original de SA nos podrá decir si existen similitudes en 
el comportamiento de ambas proteínas, como así debería suceder, al poseer la FP un 
núcleo de SA. No obstante, debido a las condiciones de procesamiento instrumental de la 
muestra en el espectrómetro de masas, tanto la FP como la SA pierden su estructura 
proteica cuaternaria en el transcurso de la medida, con lo que no podremos medir de forma 
estricta la conformación real final de la FP (si se genera tetramérica, trimérica, dimérica o 
monomérica) o la contribución de cada una de las estructuras poliméricas en la molécula 
final. De este modo, realizamos el análisis espectrométrico de la SA original. Así, esta 
última, muestra cuatro picos en su espectro que coinciden con las estructuras principales de 
monómero, dímero, trímero y tetrámero molecular en función de sus pesos moleculares 
(13, 26, 39 y 52 kDa). Por el contrario, la FP presenta 6 picos principales donde el primero 
34 kDa, podría relacionarse con restos no fusionados de la UK-T y posteriormente cinco 
picos distribuidos a 47 y 49, 98, 146 194 kDa coincidentes con fracciones del monómero, 
dímero, trímero y tetrámero de la FP respectivamente (unidad SA-UK-T de PMteórico=47 kDa, 
formado por el núcleo de SA=13 kDa y el núcleo de la UK-T=34 kDa). 
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3.2.1 Caracterización bioquímica de los núcleos activos de la proteína de 
fusión. 
Una vez identificada la producción de la proteína de interés y comprobadas las 
características básicas de PM y migración en gel de la proteína generada, pasamos a 
verificar el correcto funcionamiento de cada uno de los núcleos activos de la proteína 
resultante. Para ello, realizamos ensayos de unión a biotina, a través del núcleo de SA, y 
enzimáticos para la porción fibrinolítica de UK-T. Para estudiar la afinidad de SA-UK-T por 
la biotina realizamos ensayos de ELISA (fig. 18R a) y radioensayos de unión (fig. 18R b) 
sobre pocillos recubiertos con BSAb, observando que existe una unión específica y 
ascendente para la SA-UK-T en paralelo a la concentración de FP utilizada.  
En experimentos paralelos al ELISA, comprobamos la actividad enzimática del 
núcleo fibrinolítico midiendo la actividad de la Pln. De este modo, aquellos pocillos donde 
la SA-UK-T ha quedado retenida y ha sido preactivada, producen un incremento de color 
asociado a la actividad amidolítica de la FP al convertir el Plg en Pln, color que no se 
aprecia en aquellos pocillos con la FP no preactivada, ni en aquellos pocillos incubados 
con una FP (390-UK-T) que carece del núcleo de SA y, por tanto, no reconoce la biotina 
(fig. 18R c). 
Una vez comprobada la actividad amidolítica de la FP es importante testar si ésta 
degrada la Fn de los coágulos. Por lo tanto, en un primer experimento, añadimos el medio 
de las células inducidas (preactivado o no con trombina) durante la formación de 125I-PFC, 
obteniendo una lisis total de los coágulos en ambas condiciones. No obstante, en el grupo 
 
Figura 17R. Análisis espectrométrico de SA y SA-UK-T. Distribución de los picos de proteína analizados en una 
muestra de SA comercial (izquierda) y en una muestra de la SA-UK-T purificada del medio celular (derecha). En cada pico 
se muestra el PM correspondiente. 
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de preactivación del medio con trombina, la lisis completa de los coágulos se obtiene en 
un tiempo significativamente menor (fig. 18R d). Lo siguiente es comprobar la actividad 
de la FP y así tras su purificación verificamos si se mantiene el efecto fibrinolítico, para 
ello utilizamos proteína preactivada o no con trombina sobre 125I-PFC. Este experimento 
demuestra la disolución de los coágulos incubados con la FP preactivada (fig. 18R e, barra 
roja), aunque también certifica una cierta capacidad fibrinolítica de la FP basal (fig. 18R e, 
barra gris), la cual podría provenir de la preactivación de la droga mediante el efecto 
residual de la trombina añadida al coágulo durante su formación y que no puede ser 




c d e 
                        Preactivado por trombina  No preactivado por trombina 
     
Figura 18R. Caracterización in vitro de los núcleos activos de SA-UK-T. (a) ELISA realizado mediante incubación, 
del sobrenadante de las células, transfectadas e inducidas, sobre pocillos recubiertos con BSA o BSAb y revelados con Ac 
anti-UK o anti-flag. (b) Radioensayo de unión de moléculas de 125I-SA-UK-T purificada sobre pocillos recubiertos con BSA o 
BSAb. (c) Ensayo de actividad cromogénica del núcleo fibrinolítico con spectrozyme®, tras incubar el sobrenadante de 
células transfectadas e inducidas sobre pocillos recubiertos con BSA o BSAb. (d) Ensayo fibrinolítico en coágulo naciente, en 
el que se incorpora SA-UK-T (preactivada –rojo- o no –gris- por trombina) durante la formación del 125I-PFC. (e) Ensayo 
fibrinolítico en coágulo maduro o hemostático, en el que se añade 2 nM de SA-UK-T (preactivada –rojo- o no –gris- por 
trombina) sobre 125I-PFC ya formados. M±SEM, n=3.  
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3.2.2 Caracterización de los complejos RBCb/SA-UK-T. 
Una vez comprobada la actividad de los núcleos proteicos y dado que esta FP fue 
diseñada con la intención de unirse a RBCb, el siguiente grupo de experimentos se 
planean para constatar su capacidad de formar complejos con estas células. Para 
determinar la unión, incubamos 125I-SA-UK-T con RBC modificados con dosis crecientes de 
reactivo de biotina obteniendo la unión de 2.736 ±61 moléculas por RBC biotinilado con 
una solución de 100 M de NHS-LC-biotina, es decir, RBCb100 (fig. 19R a). Esta unión es 
muy inferior a la obtenida para la SA nativa (412.524 ± 30.567 moléculas/RBCb100) lo cual 
sugiere la existencia de algún tipo de impedimento para la unión de la 125I-SA-UK-T a 
dicho eritrocito biotinilado. Dado que la FP obtenida tiene un PM muy superior a la SA 
nativa, y que el núcleo de la UK-T podría estar interfiriendo estéricamente con su 
acercamiento a la superficie eritrocitaria, decidimos utilizar un brazo espaciador más 
largo, lo que permite distanciar el residuo de biotina de la superficie eritrocitaria, 
utilizando en la biotinilación el NHS-LC-LC-biotina (véase Materiales y Métodos apartado 
6). El resultado con este nuevo reactivo de biotina aumenta, la unión de la 125I-SA-UK-T a 
los RBCb, hasta 4 veces más (11.260 ±1.559 moléculas/RBCb100, fig. 19R a, ).  Dado 
que la SA-UK-T es fundamentalmente un tetrámero (figs. 15R y 16R a y b), esta unión 
implicaría aproximadamente 45.000 moléculas de fibrinolítico por RBCb100 y 8.979 ±1.188 
para los RBCb30 lo que permitiría alcanzar fácilmente una dosis del profármaco en el 
rango terapéutico convencional para los fibrinolíticos actuales (equiparable a 0,3-0,2 
mg/kg de tPA). Esta unión de la FP sobre los RBCbx se mantiene estable durante las 
primeras 24 horas (96%) y decae aproximadamente en un 30% en las siguientes 24 




Figura 19R. Unión de SA-UK-T a los RBCbx y estabilidad de su unión in vitro. (a) Unión de la 125I-FP sobre los RBC 
con distinto grado de biotinilación y con los distintos agentes biotinilantes testados (NHS-LC-biotina o NHS-LC-LC-biotina). 
(b) Estabilidad de la unión de 125I-FP sobre los RBCb tras 24 y 48 horas a 4 ºC. M±SEM, n= 9-12 determinaciones a partir 
de 3 experimentos. 
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Pese a que la unión de la FP es estable en el tiempo, lo primero que hay que 
comprobar es que la viabilidad del eritrocito no se altera. Por tanto, formamos complejos 
RBCbX/SA-UK-T (x=10-100) y verificamos su estabilidad, tanto frente a la hemólisis 
mediada por complemento como por ensayos de agregación, los cuales en caso de 
aparecer comprometerían su circulación. La hemólisis de RBCbx/SA, en presencia de suero 
(como donador de proteínas del complemento), ocurre de forma activa a partir de una 
modificación superficial con reactivo biotinilante de 200 M [258]. Como control positivo 
de nuestro experimento utilizamos RBCb400/SA, los cuales se lisan de forma efectiva en 
presencia del suero (fig. 20R a, barra gris). En contraposición a estos resultados, los 
complejos RBCbx/SA-UK-T obtenidos con un grado de biotinilación eritrocitaria inferior o 
igual a 100 M no presentan hemolisis (fig. 20R. a, barras rojas). Además, cualquiera de 
los RBCbx/SA-UK-T analizados en este rango de biotinilación tampoco muestran 
agregación (fig. 20R b), a diferencia de lo que ocurría con los complejos formados 
mediante la conjugación química (véanse figs. 10R b, 11R b y 13R b). 
 
Como hemos visto que el rango de biotinilaciones (10-100) de los eritrocitos es 
capaz de generar complejos específicos, estables en su unión y también en su viabilidad, 
el siguiente paso se centra en comprobar la capacidad fibrinolítica de los complejos 
RBCbx/SA-UK-T obtenidos. Hemos visto que la UK-T está diseñada para activarse 
específicamente en el entorno protrombótico y, por tanto, deberá alcanzar su mayor 
capacidad fibrinolítica en el coágulo naciente. Así, la incorporación de los complejos 
durante la formación del PFC (previa adición de CaCl2 y trombina) produjo la lisis 




Figura 20R. Estudio in vitro de la de la viabilidad de los RBCbx/SA-UK-T. (a) Estudio de la hemolisis reactiva, inducida 
por acción del complemento, en la suspensión de RBCbx/SA-UK-T (barras rojas) o RBCb400/SA (barra gris), usado como control 
positivo, mediante su incubación en presencia de suero sanguíneo; M±SEM, n=3. (b) Ensayo de precipitación eritrocitaria de los 
RBCbx/SA-UK-T 
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analizados, siendo menor el tiempo cuanto mayor es la modificación del eritrocito (fig. 
21R a) y, por consiguiente mayor el número de moléculas de FP unidas. Es importante 
destacar que la trombina empleada para iniciar la coagulación (fig. 21R a), y cuya 
concentración está en el rango de la fisiológica, es suficiente para activar a su vez a la 
UK-T en la superficie eritrocitaria. Por el contrario, la adición de los complejos sobre los 
PFC formados (coágulos maduros o hemostáticos) no encuentran la suficiente trombina 
para activar su núcleo fibrinolítico y así la lisis de los coágulos solo comienza a hacerse 
patente a tiempos muy superiores (fig. 21R b, barras negras) a los vistos en la figura 
anterior (fig. 21R a). Tan solo si los complejos RBCbx/FP son preactivados mediante la 
adición de trombina, antes de su incorporación al ensayo fibrinolítico, observamos un 
claro efecto fibrinolítico para todas las especies testadas y dependiente del grado de 
modificación eritrocitaria (fig. 21R b, barras verdes). Sin embargo, estos complejos 
muestran una actividad sensiblemente inferior al ensayo en coágulo naciente. 
 
En consonancia con estos resultados, si se comparan los efectos fibrinolíticos de 
complejos formados con un grado de modificación eritrocitaria, que proporcione 
complejos estables en circulación (por ejemplo RBCb30 según se observa en la fig. 6R a), 
la potencia fibrinolítica es diferente según se incorpore el RBCbx/SA-UK-T dentro o fuera 
del coágulo. Así, cuando el RBCbx/SA-UK-T queda incorporado en el coágulo en formación 




Figura 21R. Fibrinolisis de coágulos nacientes y coágulos maduros. (a) Fibrinolisis de coágulos de 125I-PFC que 
incorporan en su interior eritrocitos control (N-RBC) o complejos formados con eritrocitos biotinilados a distintas 
concentraciones (RBCbx/FP). (b) Fibrinolisis de coágulos de 
125I-PFC sobre los que se añade la misma dosis de complejos 
RBCbx/FP, previamente activados por trombina (barras verdes) o no preactivados (barras negras). Todos los datos 
muestran significancia estadística excepto los N-RBC (n.s.). M±SEM, n= 6 para cada condición.. 
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complejo se añade una vez generado el coágulo, lo cual magnifica el efecto 




Figura 22R. Cinética de 
degradación de coágulos 
con los RBCb30/SA-UK-T. 
Estudio fibrinolítico en 125I-PFC 
producido por 5 l de 
complejo portando (0,04 nM) 
de FP en el interior de los 
coágulos ( ), o en su exterior 
(o).  
  
3.2.3 Circulación y actividad de los complejos RBCb/SA-UK-T. 
El siguiente paso es la comprobación de que el complejo RBCbx/SA-UK-T es 
estable in vivo y demuestra actividad fibrinolítica tras su circulación. Para conocer su perfil 
farmacocinético, marcamos radiactivamente al agente portador 51CrRBCb y caracterizamos 
el mejor grado de modificación eritrocitaria para albergar a la FP. Así, conjugamos la SA 
nativa a los 51CrRBCbx modificados dentro de los rangos estables en los ensayos in vitro 
del apartado anterior (x= 10-100, fig. 20R). No obstante, el grado de modificación de los 
eritrocitos genera complejos con una presencia en sangre desigual (fig. 23R). Así, la 
circulación de los RBCb100/SA-UK-T está más comprometida que para aquellas 
modificaciones moderadas (RBCb30/SA-UK-T), similar a lo que ocurría con los complejos 
de RBCb30/SA que demostraron ser estables in vivo (fig. 6R a). No está de más recordar, 
que este grado de modificación eritrocitaria (RBCb30) genera complejos con una carga de 
moléculas de FP alrededor de 9.000 moléculas por eritrocito (fig. 19R) que está muy 
próxima a la máxima unión obtenida (11.260±1.559) y, que teniendo en cuenta el 
carácter tetramérico de las moléculas, aportarían 4 veces más residuos de agente 
fibrinolítico, lo cual representa niveles terapéuticos similares al tratamiento convencional 
(equiparable a 0,2 mg/kg de tPA). 
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Figura 23R. 
Farmacocinética 
comparativa de los RBCb30-
100/SA-UK-T. Farmacocinética 
comparativa de complejos 
inyectados iv. en el ratón, 
realizados con 51CrRBCbx/SA-
UK-T, donde x= 30 ó 100 M 
de NHS-LC-LC-biotina; M±SEM, 
n= 5-6 animales. 
 
Vistos estos resultados, generamos complejos RBCb30/SA-UK-T y pasamos a 
estudiar su farmacocinética. Para poder seguir en todo momento ambas especies del 
complejo en circulación y su biodistribución en órganos, utilizamos el doble marcaje 
51CrRBCb30/
125I-SA-UK-T y comparamos los resultados con la FP libre (125I-SA-UK-T), no 
conjugada a eritrocitos. De este modo, al inyectar iv. 125I-SA-UK-T libre, observamos 
como esta se elimina rápidamente de la circulación tras su inyección (fig. 24R a, ). Tan 
solo permanece un 4,3 % de la 125I-SA-UK-T inyectada en sangre a los 15 minutos y su 
distribución sanguínea se produce principalmente en la fracción plasmática (fig. 24R b), 
mostrando un porcentaje superior al 90 % en dicha fracción. Mientras, su eliminación se 
produce, principalmente, a través del hígado (fig. 24R c). Por el contrario, al analizar los 
complejos 51CrRBCb30/
125I-SA-UK-T en circulación, comprobamos como éstos circulan de 
un modo estable manteniéndose la marca del portador 51Cr en el torrente sanguíneo 
(60% a 1h, 55% a 3h y un 42% a las 8 horas). De hecho, estos porcentajes son muy 
similares a los observados para el caso de los RBCb30/SA (67,2 ± 5,2% a los 60 min. y 
55,3 ± 2,18 % a las 3 horas, fig. 6R). En el caso de la distribución sanguínea de la marca 
de la FP observamos como en los primeros minutos existe una caída algo más sustancial 
que la observada para el portador, sin embargo tras los primeros 30 minutos, la relación 
de ambos isótopos (51Cr:125I) se estabiliza en sangre y se mantiene de forma constante a 
lo largo del tiempo (1,7 a los 60 minutos, 2 a los 180 minutos y 2 a las 8 horas). Además, 
la biodistribución de la marca radiactiva entre las fracciones plasmática y celular arrojó un 
porcentaje superior al 80% de la marca de FP conjugada en la fracción celular frente a un 
porcentaje superior al 95% para la marca del portador eritrocitario (fig. 24R b), apoyando 
la idea de la circulación conjunta. Por otro lado, la biodistribución de las especies en los 
principales órganos muestra a la sangre como el órgano donde se sitúa la mayoría de la 
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marca, mientras que la contribución del hígado y el bazo se relaciona con la eliminación 
de aquellos eritrocitos portadores, junto con su carga, que no han resistido 
convenientemente el proceso de modificación, dando lugar a células fácilmente 
reconocibles por el sistema fagocítico del RES (fig. 24R d). Estas, sin embargo, 













Figura 24 R. Estudio farmacocinético de la droga libre comparada con los complejos RBCb30/SA-UK-T. (a) 
Farmacocinética comparativa de los complejos 51CrRBCb30/
125I-SA-UK-T o 125I-SA-UK-T no asociada a RBC, tras su 
inyección intravenosa en el ratón. (b) Distribución de los compuestos marcados en la fracción celular o plasmática de la 
sangre a los 15 minutos (125I-SA-UK-T libre, amarillo) ó 60 minutos (51CrRBCb30/
125I-SA-UK-T) donde se observa el 
marcaje correspondiente al portador (gris) o la FP unida (rojo). (c) Biodistribución tisular de 125I-SA-UK-T libre tras 30 y 
60 minutos de su inyección. (d) Biodistribución de 51CrRBCb30/
125I-SA-UK-T tras 60 minutos de su inyección. M±SEM; 
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Con la intención de conocer si estos complejos mantenían su actividad fibrinolítica 
tras su paso por la circulación extrajimos sangre de los animales inyectados con los 
RBCb30/SA-UK-T a los tiempos indicados en la gráfica (fig. 25R) y realizamos ensayos de 
fibrinolisis ex vivo (véase Materiales y Métodos apartado 8.4.2). En ellos pudimos 
observar, como a pesar de la escasa cantidad de droga presente en el ensayo 
farmacocinético a las 8,5 horas (aproximadamente un 20% de la dosis inyectada), existía 
una lisis efectiva de los coágulos tras 20 horas de incubación (fig. 25R, barras oscuras). 
Dicho efecto fibrinolítico no se producía en los coágulos formados con la sangre extraida 
de los mismos animales previa inyección de los complejos (fig. 25R, barras claras). Este 
resultado indica la presencia de droga fibrinolítica circulante y asociada a los eritrocitos, la 



















Figura 25R. Estudio fibrinolítico ex vivo de la sangre 
de animales inyectados con RBCb30/SA-UK-T. 
Fibrinolisis espontánea ex vivo de la sangre extraída, sin 
anticoagulante, de los ratones inyectados con 0,6 nmol/kg 
del complejo y sacrificados a las 8.5 horas de la inyección. 
Como control incluimos la sangre de los mismos animales 
antes de la administración del complejo. M±SEM, n= 4 
animales por grupo y 2 coágulos por condición, en total 8 
coágulos por determinación. 
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3.3 Generación de quimeras SA:SA-UK-T y detección en el medio celular.  
Con el fin de generar FP que a) disminuyan los posibles impedimentos de tipo 
estérico, b) aumenten la unión de moléculas a los RBCb y c) mejoren, si es posible, su 
capacidad circulatoria, decidimos disminuir el número de residuos voluminosos (UK-T) en 
el núcleo tetramérico de la FP. Generamos tetrámeros mixtos SA:SA-UK-T, de tal modo 
que 1, 2 ó 3 subunidades pertenezcan a la SA-UK-T y las subunidades restantes 
pertenezcan a la SA. De este modo, tratamos de aumentar la contribución de restos del 
núcleo original de la SA dentro del tetrámero. Si bien esto produciría un descenso en la 
carga fibrinolítica unida por molécula, esperamos obtener una carga neta unida superior, 
puesto que la FP resultante podría unirse de un modo más efectivo. Para la generación de 
las proteínas quiméricas transfectamos de un modo estable (Materiales y Métodos 
apartado 7.2.2.3) las células S2 con los plásmidos pMT/BiP conteniendo las secuencias de 
SA y SA-UK-T respectivamente, en función de distintas relaciones molares SA:SA-UK-T 
(3:1, 1:1 y 1:3). Tras la inducción de las células transfectadas, comprobamos la 
generación de estas proteínas quiméricas mediante western blot revelado con un Ac anti-
UK (fig. 26R a), donde se observan distintas bandas que se corresponderían con el PM 
esperado para las distintas relaciones de SA:SA-UK-T en la proteína resultante (83 kDa 
para la 3:1; 118 kDa para la 1:1 y 153 kDa para la 1:3). No obstante, la especie 
mayoritaria obtenida tras su migración electroforética tenía un PM de aproximadamente 
120 kDa, que se correspondería con un tetrámero mixto de 2 subunidades de SA y otras 2 
subunidades de SA-UK-T. También podíamos identificar la variante tetramérica (~190 
kDa) y la monomérica (~90 kDa) de SA-UK-T en el tetrámero final, según la relación 
molar de plásmidos trasfectados de partida (fig. 26R a). Tras observar la presencia de 
dichas especies en el western, comprobamos la existencia de capacidad fibrinolítica del 
sobrenadante en un ensayo zimográfico, antes de proceder a la purificación de la FP más 
favorable. La fig. 26R b, muestra como aparecen halos de actividad únicamente en 
aquellos geles donde ha existido una preactivación de las muestras con trombina (fig. 26R 
b, derecha – activada por trombina- e izquierda -no preactivada por trombina-). Dicha 
actividad produce distintas bandas electroforéticas que se corresponderían con distintos 
PM provenientes de una mezcla no pura de las proteínas quiméricas en el sobrenadante 
celular. Esta alta multiplicidad de bandas obtenidas en la zimografía frente al western blot 
se relacionaría con la alta sensibilidad que el ensayo primero mantiene sobre el segundo 
(pg frente a ng). No obstante, el ensayo parece mostrar la presencia de un producto de 
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mayor actividad (flecha), que de acuerdo con lo observado en el western blot 
probablemente se trate de la especie 2:2. 
 
a b Figura 26R. Determinación y caracterización de 
las FP quiméricas SA:SA-UK-T. (a) Análisis 
representativo por western blot del sobrenadante de 
las células S2 transfectadas e inducidas con distintas 
relaciones de los plásmidos de la SA:SA-UK-T. (b) 
Zimografía representativa del sobrenadante celular 
proveniente de las células S2 trasfectadas e inducidas 
a las relaciones de plásmidos transfectados. Geles en 
ausencia (izquierda) o presencia (derecha) de 
trombina. 
 
(-)Trombina      (+)Trombina 
 
3.3.1 Purificación y unión de la de la FP quimérica. 
Comprobada la presencia de proteína activa en el medio pasamos a purificarla 
mediante el uso de la columna de afinidad M2, seguida de una elución de la mezcla 
mediante gradiente de pH (entre 2 y 4,5). De esta manera, nos proponemos separar la 
muestra en función del número de residuos de UK-T presentes en la mezcla de 
tetrámeros de FP resultantes, y donde la separación se producirá de forma paralela al 
número de puntos de al Ac anti-flag de la columna por cada tetrámero fijado (fig. 27R a). 
Al realizar dicho gradiente, observamos como las fracciones con un pH mayor mostraron 
un enriquecimiento de los productos de mayor PM y a medida que disminuía el pH 
obteníamos el producto mayoritario de 120 kDa (2 SA: 2 SA-UK-T) observado en los 
análisis del sobrenadante celular (fig. 26R a y b). No obstante, no eramos capaces de 
aislar muestras completamente puras mediante este sistema de elución. Pese a ello, nos 
propusimos estudiar la capacidad de las FP parcialmente purificadas sobre proteínas 
biotiniladas (fig. 27R b) e incubamos la 125I-quimera, o la 125I-SA comercial como control, 
sobre pocillos pretratados con BSAb. La quimera revela una mayor retención sobre los 
pocillos de forma paralela al aumento de su concentración añadida. Dicho aumento de 
unión es también paralelo a la mostrada por cantidades proporcionales de SA (fig. 27R b). 
Seguidamente, probamos su unión sobre los eritrocitos biotinilados, ya que éste es el 
soporte adecuado para la utilización perseguida de la FP. Sin embargo, la unión sobre 
eritrocitos biotinilados, en el rango adecuado para su buena circulación sanguínea, era 
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muy limitada y apenas mostraba una unión significativa por encima de las 1.500 
moléculas de FP quimérica en los RBCb0-40 analizadas (fig 27R c). 
 




Figura 27R. Purificación y unión de las FP quiméricas SA:SA-UK-T. (a) SDS-PAGE representativo al 7.5% en 
condiciones pseudonativas, de las distintas fracciones de elución de la proteína retenida en la columna de purificación, 
tras el paso del medio de células transfectadas con 3:1 de SA:SA-UK-T. Las fracciones fueron eluídas bajo gradiente de 
pH (eje de abscisas). (b) Radioensayo de unión de las 125I-FP (obtenidas de las células transfectadas 3:1 y purificadas) o 
125I-SA incubadas sobre pocillos recubiertos con BSA o BSA-b, M±SEM, n= 3-4 determinaciones por punto (c) Ensayo de 
unión de las 125I-FP purificadas de las células 3:1 sobre RBCbx, x indica el grado de biotinilación del eritrocito (eje de 
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3.4 Generación de la SA-UK-T monomérica. 
Hasta ahora las FP diseñadas (FP tetraméricas originales y sus derivados quiméricos) 
han mostrado una unión y estabilidad limitada sobre los eritrocitos. Efectos que no han 
mejorado, ni siquiera con la generación de proteínas quiméricas que controlasen los 
posibles impedimentos estéricos del tetrámero de fusión original. Por tanto, buscaremos 
un diseño donde no tengamos una estructura compleja y desarrollaremos una FP en 
forma monomérica (mFP) mediante la mutación selectiva del núcleo de SA, la D117A SA 
[219] (véase Materiales y Metodos 7.2.2.2). Dicha mFP reduciría potencialmente los 
supuestos impedimentos estéricos, conservando una SA mutada con una suficiente avidez 
por la biotina (Kd = 8,9 x10
-9 M). Una propiedad asociada en este diseño radica en la 
capacidad de desplazar la unión de esta mFP por la SA original [220]. Esto es debido a 
que la disminución de afinidad del mutante monomérico por la biotina, permitiría su 
desplazamiento por la SA tetramérica, de mayor capacidad de unión por la biotina (Kd=10
-14 
M) [218]. Esta característica es crucial en el hecho de generar una FP de duración 
controlable, ya que cuando no fuese necesario el efecto tromboprofiláctico en el paciente, 
la proteína podría ser desplazada del eritrocito portador.  
 
 
3.4.1 Producción y purificación de mFP. 
Las células transfectadas de un modo estable (véase Materiales y Métodos apartado 
7.2.2.3) con el vector pMT/BiP conteniendo la secuencia D117A SA-UK-T, fueron 
inducidas para la producción y liberación de la proteína, y su presencia en el medio celular 
fue confirmada mediante western blot (fig 28R a), donde observamos la aparición de dos 
bandas (190 y 47 kDa) en condiciones pseudonativas que se corresponden con el 
homotetrámero y el monómero de D117A SA-UK-T (fig. 28R a, RT), de acuerdo con el 
comportamiento descrito en la literatura [219]. Como es preceptivo, en condiciones 
desnaturalizantes (fig. 28R a, Q), la forma tetramérica desaparece y solo observamos la 
señal monomérica (47 kDa). Tras la purificación de la mFP a través de la columna de 
afinidad M2, la electroforesis en condiciones pseudonativas muestra una banda prevalente 
a 47KDa (fig. 28R. b), donde realizando un análisis densitométrico, la contribución de la 




3.4.2 Unión al portador de mFP. 
Para estudiar la capacidad de unión de la mFP, la purificamos y marcamos 
radiactivamente. La 125I-mFP incubada con los RBCb, muestra una unión específica y 
creciente, dependiente del grado de biotinilación del RBC (fig. 29R a), alcanzando la 
saturación con un máximo de 137.017 ± 12.595 moléculas de mFP/RBCb40, y 357 ± 63 
sobre los N-RBC. Al igual que ocurría con la FP tetrámerica (SA-UK-T) la unión se 
encuentra favorecida al biotinilar los RBC con la NHS-LC-LC-biotina, con el brazo 
espaciador más largo, logrando una unión hasta 5,6 veces superior a la obtenida con la 
NHS-LC-biotina para el mismo grado de modificación 23.277 ± 744 (fig 29R a). Al 
estudiar la estabilidad de la unión durante 72 horas observamos una permanencia de la 
mFP, unida al RBCb10-40, superior al 85% durante los 3 días de duración del ensayo (fig. 
24R b). Dado que la D117A SA posee una menor afinidad por la biotina que la SA original 
[219], realizamos estudios de disociación de la mFP sobre los complejos mediante la 
acción competidora de la SA. De esta forma, al incubar los complejos RBCbx/mFP con un 
exceso de SA, se produce un desplazamiento de aproximadamente el 50% de las 
moléculas de 125I-mFP unidas (fig. 29R c).  
Los estudios de agregación realizados con RBCb10-200/mFP mostraron una 
sedimentación equivalente a la de los eritrocitos no modificados, para cada uno de los 
grados de biotinilación alcanzados (fig. 29R d). Dichos resultados sugieren la generación 
de complejos estables RBCb/mFP, capaces de incorporar en la superficie eritrocitaria dosis 
terapéuticas del agente fibrinolítico (8,1 nmol/kg). 
a b c 
   
Figura 28R. Análisis del tamaño de la D117A SA-UK-T (mFP) generada en las células S2. (a) Análisis 
representativo por western blot del medio de las células, transfectadas e inducidas, en condiciones pseudonativas (RT) o 
desnaturalizantes (Q). (b) SDS-PAGE representativo al 7.5 % y condiciones pseudonativas, de la proteína mFP tras su 
purificación (c) Análisis densitométrico de la mFP proveniente del gel electroforético mostrado en “b”. 
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3.4.3 Actividad fibrinolítica de mFP y de los complejos RBCb/mFP in vitro. 
Para estudiar la actividad enzimática de la mFP realizamos primeramente una 
zimografía en gel (véase Materiales y Métodos apartado 7.3.3.2), comprobando que en 
presencia de trombina, la actividad zimogénica es muy superior a la observada en su 
ausencia (fig 30R a). Es interesante resaltar que la actividad plasminogenolítica revelada 
en la zimografía (halos blanquecinos) aparece fundamentalmente en la zona coincidente 
con la de distribución del monómero en la cromatografía (fig. 28R b). No obstante, en 
este tipo de ensayo existe un bandeo múltiple, el cual podría responder a una cierta 
inespecificidad zimogénica, apoyada por la extremada sensibilidad de la técnica 
zimográfica. Sin embargo, en el ensayo fibrinolítico sobre PFC previamente formados, la 
actividad enzimática de la proteína libre demuestra una dependencia total de la existencia 
de trombina, de tal manera que en su ausencia la mFP presenta un poder fibrinolítico 
a b 






Figura 29R. Unión de la mFP a los RBC portadores. (a) Estudio de la unión de 125I-mFP a los RBCbx modificados 
con distintos reactivos de biotina; M±SEM, n=6-18. (b) Estabilidad de la unión de la 125I-mFP sobre los RBCb30 durante 
72 horas; M±SEM, n=6. (c) Desplazamiento de la unión de la 125I-mFP sobre los RBCb10-30 mediante la incubación con un 
exceso de moléculas de SA comercial; M±SEM, n=8. (d) Ensayo representativo de precipitación eritrocitaria de los 
complejos RBCb30-200/mFP. 
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residual (fig. 30R b, ) similar al de los coágulos control (fig. 30R b, ). Es importante 
resaltar que, al igual que lo observado con la SA-UK-T, la mFP posee una actividad 
fibrinolítica similar a la del tPA (fig. 30R b,  –tPA- y  -mFP-). Este comportamiento 
fibrinolítico y selectivo de la presencia de trombina para la mFP, se repite también con la 
proteína unida a los eritrocitos y así los RBCb10/mFP, (fig. 30R c) solo muestran actividad 
fibrinolítica si previamente han sido preincubados con trombina (preactivados), pero 
muestran una actividad similar al grupo control (N-RBC) en ausencia de dicha 
preincubación (no preactivados). 
 
Una vez comprobadas I) la actividad plasminogenolítica de la mFP, II) su unión 
sobre la superficie de los RBCb de un modo específico, y III) el mantenimiento de la 
actividad plasminogenolítica de la proteína tras su unión a eritrocitos, nos proponemos 
a                           b                                                                 c 
                                                                            
d 
RBCb40     RBCb30          -NHS-LC-LC-biotina 






Figura 30R. Actividad enzimática de mFP y RBCb/mFP. (a) Zimografía representativa del medio de las células S2, 
transfectadas e inducidas, y preincubado (+) o no (-) con trombina. (b) Cinética fibrinolítica comparativa sobre 125I-PFC 
de cantidades equimolares (2 nM) de tPA y mFP, preactivada o no con trombina; M±SEM, n=3. (c) Análisis fibrinolítico 
sobre 125I-PFC de RBCb10/mFP (0,2 nM), preactivados o no por trombina, tras 6 horas de incubación; M±SEM, n=6. (d) 
Cinética fibrinolítica comparativa de 125I-PFC formados en presencia de idénticos volúmenes de RBCbx/mFP (x= 10-40 
M) generados mediante los distintos agentes biotinilantes; M±SEM, n=3. (e) Análisis fibrinolítico sobre 125I-PFC, 
previamente formados, sobre los que añadimos idénticos volúmenes de RBCb10/mFP, RBCb10/mFP preincubados con un 
exceso de SA nativa y RBCb10/SA preincubados con un exceso de mFP; M±SEM, n=6. 
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estudiar la actividad fibrinolítica de los complejos RBCb/mFP desde el interior de los 
coágulos. Esto posee una relevancia máxima en cuanto a que estamos aplicando este 
complejo a una hipotética terapia tromboprofiláctica. La figura 30R d compara la 
efectividad fibrinolítica de complejos formados con eritrocitos biotinilados con NHS-LC-
biotina o el NHS-LC-LC-biotina. Las biotinilaciones eritrocitarias serán realizadas en el 
rango de concentraciones 10-40 M de reactivo de biotina, que además de asegurar una 
incorporación de moléculas de mFP creciente y lineal (fig. 29R a), representa un grado de 
modificación que genera complejos potencialmente estables en circulación. Así 
comprobamos como los complejos formados con el agente biotinilante más corto (NHS-
LC-biotina) obtienen una fibrinolisis eficiente (fig. 30R d –lineas negras), pero bastante 
más lenta que la desarrollada por aquellos complejos formados a partir del reactivo NHS-
LC-LC-biotina, de brazo espaciador más largo (fig 30R d –líneas rojas-). También 
observamos como independientemente del tipo de agente biotinilante empleado, aumenta 
la velocidad de fibrinolisis a medida que lo hace el grado de modificación con biotina, lo 
cual va en consonancia con una mayor incorporación de moléculas de mFP a los RBCbx 
(fig. 29R a). Una de las características más interesantes de esta mFP es la de poder ser 
desplazable de la superficie eritocitaria por la SA nativa (fig. 30R e). Por lo tanto y de 
acuerdo con los resultados mostrados en el apartado anterior, un desplazamiento parcial 
de la mFP de los complejos RBCbx/mFP, mediante incubación con un exceso de SA, 
reduce sensiblemente su capacidad fibrinolítica (fig. 30R e). Capacidad fibrinolítica que 
desaparece si la mFP es añadida a los RBCb10, después de que estos hayan sido 
incubados con SA, y por tanto la mFP ni encuentra residuos de biotina libres, ni es capaz 
de desplazar a la SA de éstos (fig 30R d). 
 
3.4.4 Circulación, biodistribución y actividad de los complejos RBCb/mFP. 
Una vez comprobada la capacidad de generación de los complejos RBCbx/mFP y su 
efecto fibrinolítico in vitro, decidimos estudiar su circulación y biodistribución in vivo. Para 
ello, marcamos radiactivamente, el agente portador 51CrRBCbX y nos propusimos verificar 
el grado óptimo de modificación con biotina para producir los complejos más estables en 
el torrente circulatorio. De este modo, la circulación de los complejos mejora al disminuir 
el grado de modificación con biotina (fig. 31R), siendo el complejo más estable aquel 
obtenido con eritrocitos biotinilados con una concentración 5 M (línea roja). Estos RBCb5 
son capaces de incorporar 31.918 ± 2.176 moléculas de mFP en su superficie, cantidad 
que fácilmente proporciona una dosis equiparable a la clínica convencional (1,9 nmol/kg).  
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Tras haber seleccionado el grado de modificación más apropiado para la 
generación de complejos, comparamos la circulación de ambas especies, portador y mFP, 
mediante la utilización del doble marcaje radiactivo, obteniendo los complejos 
51CrRBCb5/
125I-mFP. A su vez, el marcaje radiactivo de la mFP nos permite realizar un 
grupo control de animales, donde verificar la farmacocinética de la 125I-mFP libre y así 
comprobar la ventaja de la unión de ésta a los eritrocitos. La 125I-mFP libre inyectada iv. 
en el ratón experimenta una inmediata eliminación de su circulación, quedando tan solo 
un 26 % de la dosis inicial inyectada tras el primer minuto. Este porcentaje decae incluso 
por debajo del 10% durante los siguientes 15 minutos (fig. 32R a –línea amarilla-). Por el 
contrario, la circulación de la mFP unida al eritrocito sigue un perfil paralelo de circulación 
al de su portador (fig. 32R a). Así la circulación de la mFP conjugada es muy superior al 
de la proteína libre, mostrando un porcentaje del 50% durante las 3 primeras horas y 
aún, por encima del 25% tras 15 horas de circulación. Otra diferencia significativa en 
cuanto a la circulación de la mFP libre o la unida a eritrocitos, radica en la biodistribución 
sanguínea de la marca radiactiva. De esta manera, en el caso de la proteína libre, la 
radiactividad se localiza fundamentalmente en el plasma (aproximadamente un 75%), 
mientras que la mFP unida al eritrocito se presenta en un 90% en la fracción celular (fig. 
32R b), lo cual indica la persistencia de la unión al portador. A su vez la distribución 
sanguínea de la marca para el portador supera el 95 % en la fracción celular, lo que 
indica una integridad mantenida del RBCb5 portador. De acuerdo con este 
comportamiento, la mFP asociada a los RBCb5 además de mostrar una farmacocinética 
paralela a la de su portador permaneciendo mayoritariamente en sangre, muestra 
también una distribución paralela en el resto de órganos (fig. 32R c y d), donde ambos 
isótopos se localizan de forma limitada tanto en hígado (como órgano principal de la 
eliminación de sustancias extrañas o alteradas) como bazo (órgano primordial en la 
eliminación de eritrocitos senescentes o dañados). No obstante, esta localización 
                         
       
Figura 31R. Selección del grado de biotinilación 
RBCbx/mFP más estable para su circulación en 
ratones. Análisis farmacocinético, durante 60 minutos, de 
las distintas preparaciones de 51CrRBCbx/mFP inyectadas 
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disminuye con el tiempo (1h frente a 3h), lo cual apunta a una retirada inicial de aquella 
mínima porción de eritrocitos, que tras su modificación quedaron algo más lábiles que 
otros y no soportaron los primeros envites del torrente circulatorio al ser inyectados (fig. 
32R c y d). 
 
Tras demostrar la estabilidad de la circulación de los complejos, verificamos la 
actividad fibrinolítica de éstos tras su paso por la circulación sistémica. De esta manera, 
comprobamos como aquellos coágulos formados con sangre extraída de animales que han 
recibido una inyección de complejos se degradan de forma eficiente (fig. 33R). Es 
interesante resaltar, como el efecto “protector” o degradativo de los coágulos se mantiene 
en el tiempo y así coágulos formados con sangre extraída, tras 3 ó 20 horas de circulación 
del complejo, son capaces de degradarse de forma eficiente y similar tras 5 horas de 
incubación (37% y 38% respectivamente), mientras que coágulos formados con la sangre 
control de los mismos animales extraída antes de recibir la inyección de los complejos, no 
 








Figura 32R. Estudio farmacocinético y distributivo de los RBCb5/mFP en ratones. (a) Análisis farmacocinético, 
durante 24 horas, de los complejos 51CrRBCb5/
125I-mFP o la 125I-mFP libre, inyectadas intravenosamente en el ratón; 
M±SEM, n=3. (b) Muestran la biodistribución de los complejos (60 minutos) o la proteína libre (15 minutos) en las 
distintas fracciones (plasmática o celular) de la sangre. (c y d) Biodistribución tisular de los complejos 51CrRBCb5/
125I-mFP 
tras 1 ó 3 horas de circulación. M±SEM, n=3 animales por tiempo. 
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eran capaces de lisarse (barras grises). Estos resultados demuestran como los RBCb5/mFP 
circulan de forma estable y preservan su actividad durante su circulación, obteniendo una 
capacidad tromboprofiláctica eficiente. 
Figura 33R. Actividad fibrinolítica de los 
RBCb5/mFP tras su paso por la circulación. 
Fibrinolisis espontánea de coágulos formados a partir 
de sangre extraída (en ausencia de anticoagulantes) 
de ratones inyectados con 0,5 nmol/kg de mFP en 
200 l de RBCb5/mFP, tras permanecer en la 
circulación 3h (barra rojas) ó 20 horas (barra gris 
oscura). La determinación fibrinolítica se realiza 
después de incubar el coágulo durante 5 h a 37ºC. El 
control lo componen los coágulos formados a partir 
de la sangre extraida de los mismos animales antes 
de administrarles los complejos. M ± SEM; n= 4 
animales por tiempo y 2 coágulos por animal y 






1. PA LIBRE. 
El tPA continua siendo la droga más utilizada en el tratamiento de las patologías 
tromboembólicas. La incorporación de nuevas drogas para el tratamiento de las 
enfermedades vasooclusivas se encuentra retrasada por: I) la imposibilidad de comparar 
dosis en las mismas unidades y en el mismo tipo de coágulos, II) la escasez de análisis 
básicos de actividad y de ensayos clínicos comparando los distintos PA y III) la falta tanto 
de coordinación entre hospitales, como de una clasificación general de las dosis y 
regímenes de administración. Para sobrepasar estas limitaciones, se ha propuesto el 
diseño de nuevos PA, bien derivados de los utilizados en clínica o bien de moléculas 
existentes en la naturaleza, que mejoran la su aplicabilidad terapéutica. Sin embargo, las 
características de los PA clásicos y los de nuevo diseño, no permiten su utilización en 
tromboprofilaxis. Con la intención de disminuir el riesgo de los efectos adversos del tPA 
(principalmente el riesgo de hemorragias intracraneales) y facilitar su administración, se 
desarrollaron los PA de tercera generación, entre los que destacan la Ret y la TNK. Dichas 
variantes poseen una semivida de circulación más elevada (tabla 3I) [61], y aunque 
comparten el mismo núcleo catalítico difieren significativamente en sus propiedades 
moleculares en relación a su afinidad y selectividad por la Fn, resistencia a inhibidores, 
tamaño y glicosilación. En el presente estudio nos centramos en aquellos PA de mayor 
aplicación clínica: UK, tPA y sus derivados Ret y TNK, comparándolos tanto in vitro como 
in vivo. 
La importancia de la selección de la plataforma experimental para el análisis de 
la actividad fibrinolítica. 
Los estudios comparativos realizados hasta el momento se llevaron a cabo sobre 
coágulos de plasma humanos, los cuales incorporan numerosas sustancias que pueden 
intervenir directamente en el proceso fibrinolítico potenciándolo o inhibiéndolo (véase 
tabla 2I). Además, como se ha descrito en la introducción, gran parte de los componentes 
plasmáticos sufren variaciones en su concentración, ya sea por su regulación endógena 
mediante ciclos circadianos [103-105] (por ejemplo tPA y PAI-1), o por la condición 
específica del donante, de esta forma, la concentración de Fg posee una elevada 
variabilidad en función de la situación fisiológica y/o fisiopatológica (edad, obesidad, 
diabetes, ejercicio físico, embarazo, fármacos, consumo de alcohol, etcétera) [262]. 
Debido a estas variaciones, el efecto fibrinolítico de las drogas en estudio puede verse 
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dramáticamente afectado por la contribución de esos componentes, que impiden la 
comparación directa de los distintos PA. Por todo ello, inicialmente nos centramos en el 
análisis de aquellos fibrinolíticos de uso clínico más avanzado, en un sistema puro 
altamente controlado, donde no exista la contribución de inhibidores u otras proteínas 
que interfieran en la fibrinolisis. Así se establecerá primeramente una concentración 
constante y fisiológica de Fg, el cual juega un papel activo en el proceso fibrinolítico 
localizándolo y ejerciendo un efecto potenciador sobre el tPA y sus derivados. 
Al estudiar la actividad de los distintos PA sobre PFC podemos observar como tPA 
y sus derivados poseen la misma capacidad fibrinolítica (fig. 1R a), fiel reflejo de la 
posesión del mismo núcleo proteásico que convierte el Plg en Pln. Dicha equiactividad no 
se debe a un proceso de saturación, ya que al realizar una titulación decreciente de las 
concentraciones, observamos el mantenimiento dosis dependiente de la equiactividad 
para tPA, Ret y TNK (fig. 1R b). Estos resultados son contrarios a la idea preestablecida 
de la menor capacidad plasminogenolítica de Ret, a la cual se le había atribuido incluso 
una menor potenciación fibinolítica que a tPA, por la acción de la Fn [263]. Por otro lado, 
podemos observar como la UK tiene una actividad fibrinolítica inferior a la mostrada por el 
tPA y sus derivados y, por lo tanto, requiere concentraciones superiores para ejercer una 
equiactividad fibrinolítica. Esto debe ser entendido desde el prisma, ya citado (véase 
apartado 3.1.2.1 de la introducción) a) de un núcleo proteásico inactivo, que debe ser 
activado por la Pln, a diferencia de lo que pasa con el núcleo proteásico de tPA y sus 
derivados, y b) a la falta de potenciación fibrinolítica ejercida por la Fn, ya que UK no 
tiene especificidad por ésta, mientras que el tPA y sus derivados forman complejos 
ternarios gracias a su unión a través de los  dominios F y K2. Sin embargo, al estudiar los 
distintos PA sobre coágulos de plasma (PPP) se producen variaciones en su actividad 
fibrinolítica, donde solo tPA y TNK mantienen una misma actividad, mientras que el efecto 
fibrinolítico de UK desaparece por completo y el de Ret disminuye en un 50% (fig. 1R c). 
Además, si los PPP se enriquecen en Fn, hecho que es plausible en determinadas 
situaciones patológicas [264], aparece una mayor incapacidad de Ret para lisar el 
coágulo, aunque también se hace patente la disminución del efecto fibrinolítico de la TNK 
(fig. 1R d). Estos ensayos demuestran que el comportamiento de las drogas será distinto 
en función de la composición del coágulo y llama la atención sobre la presencia de 
determinadas proteínas plasmáticas que influyen en el efecto fibrinolítico de los PA. Entre 
las proteínas plasmáticas más importantes que puedan influir se encuentran los 
inhibidores del proceso fibrinolítico, entre los que destacan el PAI-1 y el TAFIa. Siguiendo 
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este razonamiento, nos propusimos investigar la contribución de los principales 
inhibidores plasmáticos sobre los PA analizados. Para diferenciar el efecto de uno u otro 
inhibidor utilizamos de nuevo PFC, deprivado de cualquier otra proteína plasmática 
distinta de Fg o Plg. Los resultados obtenidos ratificaban la contribución del PAI-1 como 
inhibidor de Ret, y explicaban su menor actividad fibrinolítica en los coágulos formados 
con plasma, sugiriendo una mayor susceptibilidad de Ret a los inhibidores plasmáticos y 
no a una menor capacidad plasminogenolítica en comparación con el tPA [263]. Es 
interesante remarcar que los coágulos de plasma (PPP) muestran la inhibición parcial de 
Ret y prácticamente total de UK, sin embargo no muestran la inhibición de TNK (debido 
probablemente a su alta resistencia frente al PAI-1) y tampoco la de tPA, pese a que ésta 
es también sensible al efecto de PAI-1 (fig. 2R a). Analizados los niveles de PAI-1 en 
plasma, así como las concentraciones que ponemos de PA en el ensayo, podemos afirmar 
que no llegamos a la paridad molar de ambas moléculas en el PPP (fig. 1R c). De este 
modo, frente a la concentración aproximada de 0,2-0,4 nM de PAI-1 en plasma, y 
conociendo que la concentración del PA añadida sobre el coágulo de PPP es de 2 nM, 
podemos observar que estamos muy por encima de dicha equimolaridad y, por lo tanto, 
la posible afección del tPA por parte del PAI-1 no se refleja en este tipo de ensayos. 
Llama la atención el efecto inhibitorio de la TNK en aquellos coágulos de PPP 
enriquecidos en Fg. Este incremento de la concentración de Fg en sangre es un hecho ya 
demostrado en el que además intervienen múltiples factores fisiológicos y patológicos, 
siendo sus niveles muy variables dependiendo de la condición fisiológica, patológica y de 
los hábitos de vida. Pero también, puede ir asociado a determinadas enfermedades como 
la trombofilia asociada al factor de Leiden [265]. Nuestros resultados muestran que el 
enriquecimiento del PPP con Fg inhibía aún más la actividad de Ret, disminuyendo 
también la actividad de TNK. La mayor especificidad de la TNK por la Fn polimerizada 
[231], en comparación con el tPA, indica que la inhibición pueda ir asociada a un agente 
que interfiera en dicha unión. Como se ha indicado anteriormente (véase introducción 
apartado 4.1.2), TAFI elimina los residuos de Lys en posición C-terminal que sirven de 
anclaje para el Plg, tPA y sus derivados y que incluso pueda afectar a la formación del 
complejo ternario Plg-Fn-PA. Para estudiar la contribución de este inhibidor, preincubamos 
los PPP enriquecidos en Fg con un inhibidor de TAFIa (el PCI). Esto recuperó 
completamente la capacidad fibrinolítica de TNK y parcialmente la actividad de Ret (fig. 
2R b). Indicando que TAFIa era el principal responsable de la disminución de actividad de 
TNK en los coágulos ricos en Fn. Este fenómeno es de considerable importancia, ya que el 
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efecto inhibitorio sobre TNK era revertido completamente, mientras que la Ret sólo 
recuperaba parcialmente su actividad fibrinolítica, puesto que también se vería afectada 
por los niveles del PAI-1, a diferencia de lo que ocurre con la TNK más resistente a este 
inhibidor. La contribución del TAFIa adquiere una elevada relevancia ya que su activación 
se realiza fundamentalmente por la trombina y, por ello, en las cercanías del coágulo 
donde su concentración es mayor. Este efecto puede verse aumentado en situaciones 
patológicas donde se podrían generar coágulos más resistentes a la fibrinolisis por la 
acción del TAFIa, ya sea por una activación constante de la cascada de la coagulación 
(factor V de Leiden, por ejemplo) [266], o por una falta de la inactivación de la trombina 
(por ejemplo a través de la proteína C) [267], o por la acción del endotelio patológico ya 
que este, a través de la trombomodulina, potencia la activación del TAFI [267]. Todo esto 
sugiere que en determinadas patologías el uso de TNK pudiera estar más comprometido 
comparándola con otros PA. El Fg, el cual es susceptible de sufrir procesos de oxidación y 
nitración inducidos por diversas situaciones fisiopatológicas [268], es una molécula clave 
en el control de la actividad de la TNK. Estas modificaciones además de alterar las 
propiedades propias del coágulo podrían variar la relación del PA con el entramado del 
mismo, favoreciendo procesos de embolización distal o limitando el efecto fibrinolítico de 
la droga. 
 
La búsqueda de nuevos modelos que reflejen mejor la situación terapéutica. 
Tras haber aproximado una serie de características de importancia en el 
comportamiento de las drogas, hay que resaltar que la situación terapéutica es muy 
distinta a los sistemas in vitro empleados. En este sentido, la disolución del coágulo por el 
PA depende de su concentración plasmática, de su momentánea interacción debida al 
flujo sanguíneo, del tipo de coágulo y su localización. Todos estos conceptos no se 
reproducen en el ensayo habitual in vitro donde el coágulo se encuentra constantemente 
expuesto a la actividad del PA. De este modo, las diferencias existentes entre las distintas 
vidas medias de las drogas pueden afectar sensiblemente a la concentración del PA en la 
zona patológica. Así, una incubación transitoria con el PA, en lugar de una incubación 
constante, emularía mejor la situación terapéutica en las condiciones más equiparables, 
ya que a tiempos cortos aun se mantendría la droga administrada en circulación. Por ello, 
realizamos ensayos donde incubamos al PA analizado con el coágulo durante 5 minutos, 
lo que reflejaría mejor la llegada de la droga y su presencia en la localización del coágulo. 
Otro factor importante que puede modular la acción fibrinolítica in vivo sería la 
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especificidad y afinidad por la Fn ya que las drogas que carecieran de ella tenderían a 
penetrar en el coágulo más fácilmente. Por este motivo, la UK es una droga que se usa en 
aplicaciones mediante catéter y es preferible al tPA, dado que este último actuaría 
degradando las capas externas mientras que la UK penetraría en el coágulo y lo 
degradaría tanto desde el exterior como desde el interior. Cuando la UK fue retirada 
temporalmente del mercado en 1.998 en EEUU, se fomento la investigación con Ret como 
un posible sustituto, dada su menor afinidad por la Fn. La capacidad de difusión de la Ret 
in vitro se encontraba bien establecida [263], y por eso a nosotros nos interesaba 
estudiarlo en profundidad en nuestro modelo de embolia in vivo., ya que este tipo de 
estudios no habían sido realizados con detenimiento. Como paso previo del diseño 
experimental in vivo, debíamos avanzar los resultados y dosis más apropiadas a utilizar. 
En este sentido, los estudios in vitro previos realizados por otros grupos, donde se 
realizaban incubaciones constantes con las drogas, no nos permitían reproducir con 
proximidad las diferencias que pudiesen encontrarse posteriormente in vivo, debido al t1/2 
de los distintos PA. Además, es necesario determinar las dosis adecuadas y extrapolarlas 
con los estudios clínicos, ya que las empleadas en la clínica para Ret siguen un régimen 
dependiente de unas unidades arbitrarias de actividad. Establecimos las dosis en función 
de su molaridad lo que permite comparar directamente las distintas drogas. Así, el ensayo 
de exposición transitoria de PA a los coágulos de Fn, dada la equiactividad observada 
(figs. 1R a y b), presentaba a la Ret como el PA con una actividad significativamente 
mayor que la mostrada por el tPA y la TNK, siendo estas a su vez superiores a la actividad 
mostrada por la UK (fig. 3R a). Es razonable pensar que una mayor concentración de 
moléculas de Ret en el coágulo fuese la productora de una fibrinolisis más rápida. Estos 
resultados sugerían una mayor retención de Ret (fig. 3R b), bien fuera por difusión hacia 
el interior de los coágulos o bien por almacenamiento en su superficie. Diferencias que se 
podrían explicar en base a dos parámetros físicos importantes, por un lado el menor 
tamaño molecular de la Ret (39 kDa) y, por otro, la menor afinidad por la Fn que tPA y 
TNK, lo que permitiría una difusión más profunda en el interior del coágulo. En estos 
ensayos obtuvimos una menor actividad de la UK (35 kDa), pese a su menor tamaño y la 
ausencia de afinidad por la Fn, la cual se encontraba disminuida incluso en comparación 
con el tPA y la TNK (60 kDa). Al analizar la retención los distintos PA llama la atención el 
mayor número de moléculas retenidas de Ret (fig. 3R b), pese a tener más limitada la 
especificidad por la Fn, exclusivamente la dependiente de lisina a través del dominio K2, 
mientras que tPA y TNK poseen afinidad tanto independiente como dependiente de lisinas 
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(F y K2). Sin embargo, tPA y TNK presentan una retención muy similar y 
aproximadamente un 50% inferior a la de Ret (fig. 3R b). Es interesante resaltar que las 
diferencias entre las distintas drogas desaparecen al realizar el mismo tipo de ensayo 
sobre coágulos de Fn que no incluyen Plg en su composición. Esta ausencia de Plg sólo 
afecta de un modo significativo a la Ret y no al resto de PA indicando que la interacción 
de Ret con la Fn y el Plg es fundamental para su estabilidad (fig. 3R b). Para demostrar 
que el incremento en la retención de Ret se debe al efecto de difusión de ésta en la 
estructura del coágulo, debido a su menor especificidad por la Fn, analizamos mediante 
microscopía confocal la penetración de los distintos PA donde obtuvimos una mayor 
difusión de la Ret en el coágulo (figs. 3R c y d). En el ensayo Ret muestra una difusión 
tan elevada como la de UK, una molécula de tamaño similar al de Ret y sin especificidad 
por la Fn, pero a diferencia de esta, observamos como la Ret muestra una colocalización 
con la Fn del coágulo. Mientras que tPA y TNK debido a su alta especificidad por la Fn 
también colocalizan con ésta, pero a nivel de la superficie externa del coágulo (fig. 3R c y 
d). Cabe destacar como en este tipo de ensayo la TNK muestra una mayor difusión que el 
tPA, lo cual puede estar relacionado con una mayor especificidad por ciertos residuos de 
la Fn polimerizada. Estos resultados corroboran la mayor actividad de la Ret en la 
exposición temporal, no sólo por su mayor retención de moléculas en el coágulo, sino 
también por producir la lisis del mismo desde distintos frentes: superficie e interior. Hay 
que resaltar la importancia de estos resultados, ya que la llegada de la droga al lugar 
donde debe ejercer su acción fibrinolítica está influenciada por infinidad de situaciones 
alteradas en el proceso patológico, por ejemplo disminución del flujo sanguíneo en la 
zona trombosada, incremento de la contractilidad en la vasculatura afectada, incremento 
de la liberación de los inhibidores por el endotelio, aumento de los niveles de trombina, 
etcétera.  
 
Reteplasa se muestra como un agente fibrinolítico potente para el tratamiento 
de la embolia pulmonar. 
Los resultados anteriores se obtuvieron sobre PFC, en ausencia de los 
componentes inhibitorios presentes en el plasma a los que Ret ha mostrado una mayor 
susceptibilidad. Por lo tanto, un análisis del efecto in vivo reflejaría la potencia fibrinolítica 
de Ret. Con este fin, utilizamos un modelo de embolia pulmonar en ratón desarrollado en 
el laboratorio. Este modelo, en el cual inyectamos microémbolos de Fn, a diferencia de 
otros modelos existentes (inyección de micropartículas de poliestireno [269], de trombina 
Discusión 
121 
[270], de epinefrina/colágeno [271], entre otros), presenta la peculiaridad de reproducir 
sistemáticamente el efecto embólico. Además usando este modelo se puede modular su 
agresividad, la aparición de los síntomas de la embolia y reproducir incluso parámetros 
propios de la enfermedad humana. Además, es sensible no solo a métodos de diagnóstico 
clínico [272], sino también al efecto fibrinolítico tanto endógeno [71], como exógeno o 
terapéutico [273, 274]. Dada la alta sensibilidad y ventana de cuantificación de este 
modelo, puede permitir la evaluación de efectos mínimos de concentración, de variaciones 
en las concentraciones endógenas e incluso el efecto de la composición del coágulo (dado 
que podemos enriquecer el coágulo en plaquetas, en Fn o en otros componentes). Pero 
también, puede detectar efectos combinados de drogas [273], alteraciones patológicas de 
los componentes del coágulo [268] o aproximaciones terapéuticas en desarrollo [275]. El 
uso de este modelo animal nos ha permitido corroborar los resultados obtenidos in vitro. 
De nuevo Ret es la droga fibrinolíticamente más potente, disolviendo los ME inyectados a 
dosis 4 veces inferiores al tPA (fig. 4R b), siendo necesarias dosis superiores para TNK y 
UK. Estos resultados adquieren mayor relevancia al considerar que el efecto fibrinolítico 
no está influenciado significativamente por las distintas vidas medias. Esto es, en nuestro 
modelo utilizamos dosis equimolares ajustadas en función del peso del animal, y aunque 
la vida media de las distintas drogas es diferente, la retención de los ME en el pulmón es 
homogénea y la llegada de la droga administrada de forma directa a los coágulos, 
evitando el efecto de primer paso hepático, es prácticamente inmediata. Si a esto se le 
une el efecto de la elevada especificidad por la Fn para el tPA y TNK, frente a la limitada 
especificidad para Ret, hace que el efecto favorable de la vida media en el caso de Ret 
tenga menor importancia, y aunque pudiera tenerla en mayor medida al comparar los 
resultados con tPA, la comparación con TNK no representaría una mejora, puesto que Ret 
y TNK tienen vidas medias comparables (tabla 3I). Nuevamente, la mayor actividad se 
correspondía con la mayor retención de Ret sobre el pulmón de los animales embolizados, 
siendo esta muy superior a la mostrada por tPA, TNK o incluso UK (fig. 4R c). A diferencia 
de los estudios in vitro (fig. 3R), donde tPA y TNK poseían la misma retención de 
moléculas y la misma actividad fibrinolítica, pese a la difusión superior de la TNK bajo el 
confocal (fig. 3R d), en este modelo existe una mayor retención de TNK con respecto a 
tPA sobre el pulmón embolizado (fig. 4R c). Sin embargo, llama la atención la menor 
actividad de TNK con respecto a tPA (figs. 4R b y c). Una de las explicaciones referidas en 
la literatura sería que la mayor afinidad de TNK por la Fn, podría incurrir en fenómenos de 
competición del propio PA con el Plg por los sitios de unión compartidos en la Fn [263] y, 
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disminuyendo la presencia del Plg en la superficie. Esto en si mismo puede ser interesante 
de contestar, pero para ello sería necesario un diseño experimental específico. Por otro 
lado, la menor actividad de la UK (fig. 4R b), se deberá probablemente a sus limitaciones 
plasminogenolíticas y sensibilidad frente a los inhibidores (figs. 1R a, c y d) y no sobre 
una falta de difusión al interior (fig. 3R b), ya que los experimentos realizados in vivo, a 
diferencia de los in vitro, se encuentran bajo las condiciones del flujo sanguíneo. 
Siguiendo con este concepto, en contraposición a los ensayos in vitro, donde obteníamos 
una retención similar de la UK a la observada para tPA y TNK (fig. 3R b), en el 
experimento in vivo observamos una retención mayor de moléculas de UK en el pulmón 
embolizado (fig. 4R c), hecho que se deberá a fenómenos de difusión, favorecidos por la 
ausencia de afinidad por la Fn. Por otro lado, la menor retención de moléculas observada 
para tPA y TNK se deberá a los fenómenos de afinidad por la Fn y no a un efecto 
limitante en su diferencia de tamaño molecular (60 kDa frente a los 39 kDa de Ret), dado 
que BSA, molécula de 60 kDa sin afinidad por la Fn, presenta una retención de moléculas 
similar a la mostrada por la UK (fig. 4R c). 
La actividad tan elevada de Ret en el modelo animal, donde están presentes los 
inhibidores de los PA plasmáticos, aumenta la importancia del efecto de Ret en el 
tratamiento de enfermedades oclusivas. En los experimentos in vitro realizados con 
plasma humano la Ret poseía un efecto limitado, debido a su sensibilidad por los 
inhibidores (fundamentalmente PAI-1, figs. 1R c y 2R a). En el modelo animal de ratón, la 
variación de las especies, lejos de influenciar a favor de una mayor actividad de Ret, 
debiera ser en contra, ya que el plasma de ratón se considera que tiene una mayor 
potencia inhibidora sobre los PA de uso clínico. Sin embargo, la droga que haya penetrado 
en el interior del coágulo, puede quedar protegida del efecto de los inhibidores tras su 
unión al entramado de la Fn e incluso la formación del complejo ternario Fn-PA-Plg [52, 
55]. Aunque estos resultados parecen dar una explicación plausible, habría que realizar 
experimentos tendentes a comprobar estas observaciones. 
 
La importancia de las dosis aplicadas: control de los efectos adversos. 
El efecto algo superior de Ret in vivo, había sido sugerido con anterioridad en 
animales [276] y en ensayos clínicos [155], donde Ret no era inferior a los otros PA  e 
incluso parecía ser más eficiente que tPA. Pese a ello, sus efectos adversos no mejoraban 
los producidos por su droga parental y, asociada a su falta de especificidad por la Fn, 
convertían a Ret en una molécula menos indicada para su uso clínico. No obstante, los 
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efectos adversos también son consecuencia de la dosis administrada, por lo que el 
establecimiento de dosis elevadas incrementa el riesgo. De hecho, las dosis administradas 
de los distintos PA, al igual que los distintos regímenes de administración, hacen 
complicada la comparación de las distintas drogas. Así, tPA se administra en dosis 
ajustadas al peso en regímenes de bolo seguidos de una infusión constante de la droga 
(0,9-1,5 mg/kg, con un máximo de 100 mg), mientras que sus derivados, Ret y TNK, se 
administran en dosis estandarizadas, en doble bolo para Ret (17 mg cada uno) 
independientemente del peso del paciente y en bolo simple para TNK, con dosis ajustadas 
al rango de peso del paciente (dosis que varían entre 0,5-0,6 mg/kg, con un máximo de 
50 mg). Dado el menor peso molecular de la Ret, las dosis administradas solo serían 
comparables entre la Ret y la TNK en sujetos de aproximadamente 100 kg, siendo muy 
superiores las dosis administradas de tPA (al menos 2 veces). Por lo tanto, para el caso 
de la Ret los sujetos de un peso superior estarán recibiendo dosis finales inferiores, con la 
consecuente menor disolución de los trombos, y los pacientes de un peso inferior estarán 
sujetos a dosis elevadas del fármaco, con el consecuente riesgo de presentar los efectos 
adversos. Además, los distintos regímenes de administración hacen más favorable al tPA 
para la disolución de los trombos, puesto que se administra de un modo continuo. 
Aunque, la administración de tPA solo puede realizarse en el ambiente hospitalario, 
viéndose limitado el tiempo de recanalización en determinados pacientes con 
enfermedades oclusivas tales como el infarto de miocardio o la embolia cerebral y 
pulmonar desde que se le diagnostica el accidente hasta su llegada al hospital. Por ello, la 
utilización de sus derivados de vida media más larga y que favorecen su administración 
fuera del ambiente hospitalario (mediante una sola inyección en lugar de inyección e 
infusión) sería más conveniente, puesto que reducirían el tiempo desde la aparición de los 
síntomas hasta su tratamiento, el cual es un parámetro crítico para la evolución favorable 
del paciente. Al revisar los datos históricos y dadas las menores dosis administradas con 
Ret y TNK podríamos esperar una menor recanalización vascular a la vez que se 
disminuirían los efectos adversos. No obstante, los ensayos clínicos realizados para ambas 
drogas han demostrado en muchos de ellos al menos la no inferioridad de los derivados 
del tPA frente a la molécula parental [146, 170, 178]. 
Distintos PA pueden tener comportamientos diferentes en cuanto a su uso 
farmacológico, comportamientos que incluso en determinados sistemas es posible que 
estén pasando inadvertidos probablemente por una diferencia de unidades o de 
observaciones tanto clínicas como experimentales. De todas las drogas analizadas en los 
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modelos presentados, quizás la Ret pudiera tener un efecto más relevante en 
determinadas aplicaciones. Cabe destacar que en nuestro modelo, a la mayor potencia 
fibrinolítica mostrada por Ret, hay que unir el hecho de la toxicidad neuronal asociada al 
tratamiento fibrinolítico. Dicha toxicidad se produce por la extravasación de las drogas al 
parénquima cerebral, proceso en el que participa el dominio EGF [277], donde se produce 
la interacción de la molécula de tPA con los receptores NMDA (K1 y K2) de las neuronas y 
la activación de la microglía (dominio F) [278]. Todos estos dominios también están 
presentes en la TNK, pero no en la Ret, por lo que Ret podría ser una droga más segura 
en el tratamiento de este tipo de patologías, al disminuir su extravasación vía LRP 
(dominio EGF) y no activar a la microglía (dominio F), aunque mantiene su unión a los 
receptores NMDA a través del K2 [4]. De hecho si en el caso de Ret, se consiguiera 
ajustar la dosis de forma más efectiva se podrían incluso disminuir los efectos 
hemorrágicos asociados que se han visto en algunos estudios clínicos [155]. Otro factor 
importante deducido de nuestros experimentos, es la efectividad de la fibrinolísis de Ret, 
probablemente por su acción tanto desde el exterior del coágulo, como desde su interior. 
El permitir una disolución completa de los coágulos cobra una importancia especial, 
puesto que la aparición de una enfermedad como la hipertensión pulmonar 
tromboembólica crónica se desencadena por la calcificación de coágulos o restos de los 
mismos que no han sido eliminados en el tratamiento de la embolia pulmonar. En estos 
casos, una vez desarrollada dicha hipertensión pulmonar, la esperanza de vida de estos 
sujetos no supera los 10 años y no se conoce ningún tratamiento curativo, puesto que los 
coágulos calcificados no se pueden fibrinolisar.  
En definitiva el conjunto de estos resultados sugiere, que es necesaria una 
comparación exhaustiva de las distintas drogas y de sus características para poder 
mejorar el conocimiento de las mismas y rediseñar sus posibles aplicaciones en las 
distintas afecciones tromboembólicas. Si bien el tratamiento fibrinolítico en la embolia 
pulmonar es muy controvertido y ha suscitado múltiples discusiones [279-281], los 
resultados mostrados favorecen claramente la selección de Ret para el reestablecimiento 
de la condición hemodinámica y recuperación de la embolia pulmonar. La utilización de 
Ret estaría también apoyada en el tratamiento de coágulos, fundamentalmente de origen 
venoso, retenidos en una zona muy específica y de fácil acceso a través de su ruta de 
administración, por ejemplo direccionamiento por catéter (trombosis venosa profunda) o 
efecto de primer paso (embolismo pulmonar). De esta forma la droga de mayor retención 
y difusión en el coágulo, será la más efectiva para degradar el coágulo tanto desde su 
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superficie como desde su interior. Además, la aplicación local de Ret mediante catéteres, 
incluso para el tratamiento de oclusiones arteriales, podría ser interesante, ya que pese a 
tener una mayor contribución plaquetaría (y por tanto mayores niveles de PAI-1) también 
existe una mayor fuerza del flujo que favorecería la mayor penetración de la droga, lo 
cual produciría consecuentemente una disolución más rápida del coágulo, y además la 
interacción de la droga en el entramado del coágulo podría incluso protegerla del efecto 
inhibitorio. Como hemos indicado anteriormente, siguen siendo necesarios estudios que 
relacionen las interacciones de la droga inmersa en la malla de Fn y su posible efecto 
protector frente a los inhibidores.  
Entendemos que el presente estudio podría ser una buena plataforma para ayudar 
a comparar datos históricos de otros trabajos y ensayos clínicos. 
 
2. FORMACIÓN DE CONJUGADOS SA-PA Y COMPLEJOS RBC-PA. 
El tratamiento tromboprofiláctico utilizando directamente los PA actuales, como 
aquellos que se encuentran en fase de desarrollo clínico, sigue siendo impensable. A 
pesar de que estos PA incrementan sustancialmente el tiempo de vida media en 
circulación, continúa siendo insuficiente. Por otro lado, no ha sido posible eliminar o 
reducir convenientemente los efectos adversos tales como los procesos hemorrágicos. El 
tPA continúa siendo el fármaco de elección en muchas enfermedades oclusivas. Además, 
aquellos pacientes posquirúrgicos, no podrán recibir un tratamiento fibrinolítico debido a 
la disolución del coágulo hemostático taponante de la herida. 
El diseño. 
Nuestro grupo desarrolló un sistema de direccionamiento de este tipo de drogas 
asociadas a la superficie eritrocitaria, lo cual permitió crear un agente tromboprofiláctico 
con una farmacocinética y un perfil de seguridad adecuados para una terapia 
tromboprofiláctica por la disminución de los efectos adversos de los PA, y actuando 
selectivamente sobre los coágulos nacientes, preservando la integridad de los 
hemostáticos (fig. 6I). Dado que el sistema de generación clásico de estos complejos 
RBC-PA es largo y complicado, nos propusimos desarrollar un sistema mediante el cual la 
formación del RBC-PA pudiera realizarse en un solo paso y, si fuera posible, directamente 
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en circulación o en las propias bolsas de transfusión, requeridas en ciertos procesos 
quirúrgicos. 
Los sistemas de direccionamiento mediante anticuerpos conjugados a los PA y que 
reconozcan los antígenos de la superficie eritrocitaria, se han utilizado en distintos 
modelos animales, sin embargo este sistema es muy limitado dado que no es posible 
aplicarlo con el mismo Ac en distintas especies (necesario para su validación y aprobación 
para su uso clínico). Dada la experiencia previa del grupo con el sistema biotina-SA 
decidimos seguir utilizándolo, recuperando la universalidad de la unión, pero para generar 
conjugados SA-PA que tras su inyección en el organismo reconocieran los RBC-
biotinilados (RBCb), bien generados directamente en circulación o bien directamente en la 
bolsa de transfusión. La incorporación de los residuos de biotina (vitamina H) a la 
superficie eritrocitaria es un proceso que se ha utilizado en la clínica para los estudios 
eritrocinéticos en aquellos pacientes donde no se aconseje el uso de marcadores 
radioactivos, como el 51Cr [282]. Nuestros primeros experimentos se centraron en 
comprobar la posibilidad de biotinilar directamente los eritrocitos en circulación y en el 
control de la misma. Otros laboratorios habían realizado biotinilaciones directas in vivo 
[221, 222]. No obstante, nuestro interés se centraba en el control de dicha modificación 
para conseguir RBCb perfectamente viables [189, 214, 258]. Observamos como 
modificaciones de los RBC directamente en circulación (1.3-5,2 mM) eran comparables a 
las realizadas in vitro para los RBCb20-200 (fig. 5R). La modificación directa en sangre 
también es posible y por tanto, la formación de RBCb en las bolsas de transfusión es 
válida. Es importante resaltar que la modificación controlada de los RBC con biotina 
permite obtener eritrocitos biotinilados estables en circulación (RBCb10-40), y que además 
la molécula conjugada a su superficie (en este caso la SA) permanece unida de forma 
estable al portador, por lo que la distribución de la marca radioactiva siempre permanece 
en la fracción celular de la sangre (figs. 6R a, b y c). Así, una modificación superior 
(RBCb100) de los eritrocitos, genera RBC modificados que dejan de circular 
adecuadamente en sangre y aumentan su eliminación por parte del hígado y bazo (figs. 
6R a, b, d y e). Estudios previos del grupo de investigación demostraron como valores 
similares de modificación estables (RBCb20) eran capaces de mantener la SA o incluso una 
molécula unida posteriormente sobre la SA fijada (según el método clásico), como por 
ejemplo un anticuerpo en circulación [246]. Cantidades de modificación superiores 
(RBCb70 o RBCb200) eran capaces de terminar con la circulación de los RBC tras la 
hemolisis reactiva mediada por el sistema del complemento, aparte de la contribución de 
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los órganos del RES, hígado y bazo [258]. Si el grado de modificación de los eritrocitos 
por parte de la biotina era superior (del orden de los RBCb700), la eliminación de los 
eritrocitos era mediada por el sistema de complemento, pero en lugar de hacerlo a través 
de la hemolisis reactiva, la contribución de este se centraba en la opsonización y la 
fagocitosis reactiva por parte del RES, proceso que podría ser utilizado en el 
direccionamiento de drogas a este sistema [258, 283] . Es interesante señalar que la 
modificación obtenida de RBC biotinilados y estables (RBCb10-40 μM in vitro o RBCb1.3-2,6 
mM in vivo) puede incorporar alrededor de 105 moléculas de SA o lo que es lo mismo de 
droga conjugada a esta SA en el caso de que la unión del PA a la SA sea equiparable a la 
molécula de SA libre. En el caso de conseguir estos niveles de PA por eritrocito, 
alcanzaríamos fácilmente cantidades terapéuticas de uso convencional y estaríamos 
hablando de dosis equiparables a las utilizadas en la clínica actual (cercanas a 0,5 mg/kg 
de tPA) en una sola inyección y además con la circulación prolongada y constante del PA 
asociado al eritrocito. 
 
La historia truncada de los conjugados SA-TNK. 
Vistas estas posibilidades, decidimos generar conjugados 1:1 entre la SA y el PA 
mediante una unión directa y covalente. Para ello modificamos a ambos, la SA y el PA 
seleccionado, con reactivos que interaccionan covalentemente entre si, el SATA® y el 
SMCC®, los cuales establecen dicha unión covalente tras una activación controlable. Es 
interesante remarcar, que la incorporación de estos residuos a las moléculas de PA se 
realizan mediante los grupos NHS (los mismos que se usan para la modificación de la 
droga por biotina [184, 214, 245], o por los agentes fluoróforos usados en el apartado 
anterior fig 3Rc –panel interno-). Dicha unión no alteraba significativamente la actividad 
fibrinolítica del PA, siempre y cuando dicha modificación fuese inferior a 2 residuos por 
molécula de PA (figs. 8R c y d).  
Por otro lado, era necesario analizar la SA, ya que hasta ahora la habíamos 
utilizado como molécula entrecruzante que reaccionaba de un modo cuasi covalente con 
la biotina. Controlamos en todo momento la modificación de la SA incorporando 
aproximadamente un residuo del agente modificante por molécula. Dicha modificación no 
alteraba el patrón electroforético de la SA, siendo este idéntico al de la molécula sin 
modificar (fig. 7R b), y sus propiedades de unión a la biotina eran muy similares a las de 
la SA original (fig. 7R a). De este modo, la modificación de la SA con el reactivo SMCC 
producía un ligero descenso en la unión (aunque significativa en términos relativos) en 
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comparación con la SA original o la SASATA. Si bien este descenso no era muy pronunciado, 
en una primera aproximación nuestra intención fue utilizar, siempre que fuese posible, la 
modificación de la SA con SATA. Por lo tanto, tratamos de conjugar la SA con TNK. Este 
PA fue el seleccionado en primer lugar debido a la resistencia mostrada frente al principal 
inhibidor de los PA, el PAI-1, puesto que esperábamos que el PA unido a la superficie del 
RBC circulase por tiempos suficientemente prolongados en el organismo, donde se 
encontraría expuesto constantemente al efecto de los inhibidores. En este sentido, 
comenzamos por modificar y tratar de conjugar la SASATA con la TNKSMCC, aunque 
realmente era posible  la incorporación a la molécula de TNK tanto de SMCC como de 
SATA. A pesar de ello, la migración electroforética de la molécula de TNK modificada con 
SMCC difería de la observada en la TNK nativa y la modificada con SATA. En el caso de la 
TNKSMCC podíamos observar la aparición de diversas especies de tamaño superior que 
coincidían con especies multimoleculares de TNK (Fig. 8R a). Además, la formación de 
conjugados entre la SASATA:SMCCTNK ó la SASMCC:SATATNK eran posibles (fig. 9R a y b). Hay 
que resaltar que dicha conjugación era altamente selectiva y controlable, ya que se 
producía entre los residuos de SATA y SMCC exclusivamente tras la activación del SATA 
en presencia de hidroxilamina. No obstante, la generación de conjugados tenía un 
resultado dispar. Así, en aquellos conjugados formados a partir de TNKSMCC se producían 
especies de alto peso molecular con bandas bien definidas (fig. 9R a –calle 2-), mientras 
que en los formados a partir de TNKSATA dichas especies multimoleculares no producían 
bandas claras (fig. 9R a –calle 1- y b –llave calles 4-6-). La generación de conjugados 
multimoleculares podrían comprometer la estabilidad del complejo RBCbx/SA-PA, ya que 
facilitarían la generación de agregados eritrocitarios mediante la incorporación de un 
mismo conjugado multimérico unido a varios eritrocitos a la vez (fig. 4MM). Esta 
formación de conjugados químicos SASMCC:SATATNK proporcionaba conjugados de PM de 
45, 50 y 75, lo que sugería la formación de las especies bimoleculares 1:1 deseadas. 
Como señalamos anteriormente, la generación de estos conjugados tampoco concedía 
migraciones completamente limpias de estructuras multimoleculares, y aunque con menos 
claridad, el gel cromatográfico mostraba bandas difusas y que se encontrarían por encima 
de los 75 kDa (fig. 9R b, llave). Estos conjugados SASMCC:SATATNK permitían la unión 
específica sobre los RBCbx, proporcionando aproximadamente 15.000 moléculas de SA-
TNK por cada RBCb20. Dichos valores de unión eran muy lejanos en comparación con los 
obtenidos para la unión de SA a la superficie de RBCb20 (aprox. 80.000 moléculas de SA 
por cada RBCb20). Además, esta unión generaba unos complejos RBCb20/SA-TNK que se 
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agregaban claramente en los ensayos de precipitación eritrocitaria (figs. 10R b), a 
diferencia de los RBCb20/SA, los cuales no producían agregación. Dichos agregados se 
producirán probablemente por la existencia de las posibles especies multimoleculares de 
los conjugados SASMCC-SATATNK (fig. 9R b –llave en calles 4:6-) formadas tras la interacción 
de un mismo conjugado con varios eritrocitos biotinilados. Este fenómeno podría explicar 
también la escasez de unión de los SA-TNK por cada RBCb20, ya que un mismo conjugado 
multimérico (SA-TNK)n ocuparía varios residuos de biotina, en un RBCb20 o en distintos 
RBCb20, y limitaría el acceso a otras moléculas. Dicha situación ya se había descrito 
anteriormente durante la formación de conjugados clásicos entre RBCbx/SA/bIgG donde 
un exceso de biotinilación de la superficie eritrocitaria facilitaba la generación de uniones 
múltiples en la misma célula o entre distintos eritrocitos [246]. Con la intención de 
solucionar los problemas de agregación, tratamos de separar de los compuestos 
multimoleculares los conjugados bimoleculares SA-TNK. Para ello utilizamos una columna 
cromatográfica de exclusión en función del PM. Las distintas especies poseían PM 
múltiplos de 60 kDa (60 kDa de las proteínas originales, 120 kDa los conjugados 
bimoleculares, 180 kDa los trimoleculares, etcétera). Si bien las características técnicas de 
la columna de purificación predecían la posible separación, la cercanía de los distintos 
pesos moleculares no permitía el correcto aislamiento de los conjugados bimoleculares 
con un adecuado rendimiento. Así, los complejos formados con las distintas fracciones del 
eluido (fig. 11R a) formaban complejos con una menor agregación, aunque nunca 
obtuvimos la ausencia de la misma en los ensayos de precipitación de los  RBCb20/SA-TNK 
(fig. 11R b). Estos complejos, tanto con los conjugados purificados como con los sin 
purificar, mostraron una actividad fibrinolítica especifica, cuya potencia disminuía 
considerablemente con los complejos generados con las especies purificadas (fig. 11R c). 
Estos resultados sugerían un menor número de moléculas de TNK unidas a la superficie. 
Además, en la purificación efectuada, nunca logramos rendimientos superiores al 3% ni 
conjugados que evitasen completamente la agregación eritrocitaria. La posibilidad de 
purificar los conjugados mediante cromatografía líquida alta presión (HPLC) no parece 
viable, debido a que la cercanía de los PM de las distintas especies no ofrecen una 
diferencia suficiente para asegurar el completo aislamiento de la especie bimolecular. 
Todo esto nos indujo a utilizar otro PA y generar conjugados que no presentasen especies 
multimoleculares de partida. 
El PA elegido para facilitar la formación de conjugados bimoleculares con la SA fue 
la Ret. Dicho PA fue elegido por carecer de los dominios E, EGF y K1, lo que podría limitar 
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la formación de dichas especies multiméricas observadas para los conjugados formados 
con la TNK. La acción del complejo RBCb/SA-Ret debe ocurrir tras su incorporación al 
interior del coágulo, siguiendo el principio perseguido de la tromboprofilaxis (fig. 6I). A 
diferencia de la resistencia del TNK frente al PAI-1, anteriormente mostramos como la Ret 
era más sensible al efecto de éste inhibidor, lo cual limitaría su actividad tras circulaciones 
prolongadas. Sin embargo, la localización de los complejos en el interior de los coágulos 
podría producir también un efecto protector, por la interacción de la malla de Fn con el 
PA, frente a la actuación de los inhibidores sobre la droga. Este efecto protector lo 
sugieren los resultados obtenidos con la droga libre en el modelo de embolia pulmonar de 
ratón (fig. 4R b), donde la Ret muestra una mayor actividad que el resto de PA analizados 
pese a ser la droga más sensible a los inhibidores en coágulos de plasma (figs. 1R c y d). 
Por lo tanto, al incorporarse el eritrocito al coágulo durante su formación favorece que la 
droga portada reaccione de forma inmediata con el entramado de Fn en formación, lo que 
podría mantenerla protegida de la acción de los propios inhibidores. 
 
La Ret mejora las características de los conjugados químicos SA-PA. 
Al utilizar la Ret, pudimos observar que su modificación con SMCC generaba una 
molecula, RetSMCC, que no formaba especies multiméricas (fig. 8R b), a diferencia de lo 
que ocurría con la TNKSMCC, lo que ofrecía la posibilidad añadida de conjugar dicha RetSMCC 
a la SASATA, especie más favorable en cuanto a su unión a eritrocitos biotinilados. Al igual 
que ocurría con la TNKSATA, la generación de RetSMCC no alteraba su actividad fibrinolítica 
con modificaciones inferiores a 2 residuos por molécula (fig. 8R d). Los conjugados entre 
la RetSMCC y la SASATA se formaban también de forma específica y controlada tras la 
activación de SATA mediante la hidroxilamina (fig. 12R “NH2OH +”). La migración 
electroforética de dichos conjugados (fig. 12R) mostraba la aparición de la banda 
esperada de 50 kDa en condiciones reductoras (1 Ret -39 kDa- + 1 SA -15 kDa-, fig. 12R 
recuadro rojo), aunque también mostró una banda entorno a 90 kDa que se 
correspondería con los conjugados trimoleculares (1 SA + 2 Ret, fig. 12R flecha). La 
solución del conjugado mostró una unión creciente y lineal con respecto al grado de 
biotinilación eritrocitaria (fig. 13R a). Es reseñable que dicha unión no produjo agregación 
entre las especies moderadas de biotinilación eritrocitaria, la cual parecía intuirse con 
modificaciones de RBCb100 y se hacía patente en los RBCb200 (figs. 13R b). Además, la 
unión creciente obtenida con los conjugados sobre los RBCbx generaron unos complejos 
(RBCbx/SA-Ret) que mostraron una actividad fibrinolítica in vitro paralela al grado de 
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modificación eritrocitaria (fig. 13R c). Es importante resaltar que pese a que la unión del 
conjugado al eritrocito es específica, y el grado de incorporación del conjugado por 
eritrocito podría ser elevado (aproximadamente 80.000 moléculas de conjugado por 
RBCb100), modificaciones moderadas de los RBCbx preferibles para su estabilidad en 
circulación (x< 30 M) no permite alcanzar cantidades muy elevadas, por ejemplo 10.000 
moléculas de conjugado por RBCb20 (fig. 13R a). Además, el mantenimiento de la unión 
del conjugado sobre el RBCbx in vitro, mostró que SA-Ret se desprendía fácilmente de la 
superficie eritrocitaria en cantidades cercanas al 50% de la unión inicial (fig. 13R d). 
Dicho desprendimiento tan elevado in vitro, sugiere su fácil liberación del eritrocito en el 
torrente circulatorio, donde se encontraría expuesto a las fuerzas del flujo, limitando aun 
más las dosis finales de la droga en circulación. 
Debido a estos resultados nada concluyentes para el control de los RBCb/SA-PA, 
sugieren desechar este tipo de conjugados químicos y probar nuevas aproximaciones. 
Basándonos en la existencia de las proteínas de fusión, que combinan los Ac o scFv con 
distintos PA [78, 79, 185] y la SA con otras proteínas [230], nos propusimos diseñar una 
proteína de fusión entre la SA y el PA. 
 
3. PROTEINAS DE FUSIÓN. 
En las últimas décadas la obtención de proteínas recombinantes se ha convertido 
en una herramienta rutinaria. Así, junto con el desarrollo de la biotecnología, se han 
producido durante los últimos años nuevas proteínas de diseño que combinan las 
propiedades más relevantes de proteínas diferentes, lográndose resultados muy 
interesantes no solo en el campo tecnológico, sino también en la terapéutica. 
Selección del PA: ¿Resistente a inhibidores o zimogénico?. 
Como hemos visto en el apartado anterior, la imposibilidad de controlar los 
conjugados químicos entre el PA y la molécula de SA, nos ha llevado a desarrollar nuevas 
aproximaciones a través del campo de las proteínas de fusión. Por lo que generaremos 
unas proteínas que combinen, por un lado, las características de la droga fibrinolítica y, 
por otro, el agente de anclaje a la superficie eritrocitaria, con la intención de generar los 
agentes tromboprofilácticos RBC-PA directamente en sangre. Al igual que en el apartado 
anterior la selección del PA debería orientarse a la incorporación de un PA resistente a los 
inhibidores del PA presentes en el plasma, ya que su unión a los RBC portadores 
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incrementarían, considerablemente en el tiempo, su presencia en circulación. De hecho, 
en el caso del conjugado químico empezamos por generar conjugados con la molécula de 
TNK. En este apartado, utilizaremos el núcleo de un agente fibrinolítico de diseño que 
resista el efecto inhibitorio plasmático. De este modo, el grupo del Dr Muzykantov 
desarrolló distintas proteínas de fusión que combinaban la “scFv” del anticuerpo contra la 
glicoforina A de ratón (Ter119) con diferentes agentes fibrinolíticos, la mRK o la UK-T [79, 
228]. La mRK es una variante de diseño del tPA de ratón que combina las propiedades de 
resistencia frenta a PAI-1 de la TNK con la inespecificidad de la Ret por la Fn. Este hecho 
es importante ya que la unión de un PA con afinidad por la Fn podría aumentar la fijación 
a las zonas de coágulos estables y generar núcleos protrombóticos, efecto no perseguido 
en una acción tromboprofiláctica como la esperada. Así, durante la conjugación de tPA a 
la superficie eritrocitaria mediante el método clásico ya se había estudiado este 
fenómeno, viéndose que aquellos complejos RBC-tPA eran más propensos que los RBC-
Ret a la retención sobre componentes presentes en el coágulo [259]. De esta manera, 
tanto la unión a las estructuras típicas del coágulo, como la unión de los propios 
portadores eritrocitarios sobre el endotelio, podría generar estructuras de naturaleza 
procoagulante, al retener de forma selectiva al complejo en circulación [189]. Por otro 
lado, la UK-T es una variante derivada de la UK de bajo peso molecular modificada para 
ser activable por trombina en lugar de por Pln. De esta forma, permitiría la circulación 
latente del núcleo fibrinolítico y por tanto invisible para sus inhibidores plasmáticos, hasta 
producirse su activación por la trombina mayoritariamente en el entorno protrombótico 
[77-79]. Ambas proteínas de fusión (Ter119-mRK y Ter119-UK-T) se unían selectivamente 
a las moléculas de GPA en los RBC de ratón y se mantenían en circulación asociadas al 
eritrocito portador durante un tiempo prolongado [79, 228], pero mientras la mRK perdía 
su actividad después de la primera hora de circulación (fig. 14R a), la UK-T mantenía 
intacta su capacidad tromboprofiláctica en los tiempos analizados (fig. 14R b). Estos 
resultados convertían a la UK-T en el agente de elección para la generación de las 
proteínas de fusión perseguidas en el presente trabajo. 
La proteína de fusión con el núcleo de la Ter119 mantenía a la droga en 
circulación y permitía la formación de complejos RBC-PA estables en circulación. Estos 
estudios no podrían ser corroborados en otra plataforma animal, ya que Ter119 reconoce 
selectivamente la molécula de GPA de ratón. Con el fin de poder comprobar el efecto 
tromboprofiláctico en diversas especies y devolver la universalidad en la unión del método 
clásico, nos propusimos generar una nueva proteína de fusión entre la SA y la UK-T, la 
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cual nos permitirá la formación de complejos con RBC modificados, siendo la biotinilación 
de la superficie eritrocitaria un proceso independiente de la especie, el cual ha sido 
ampliamente estudiado por el grupo [214, 245, 246]. 
 
Diseño racional de la proteínas de fusión. 
El primer paso en el que nos centramos fue en el diseño de la proteína de fusión, 
y para ello, escogimos las células de Drosophila melanogaster (véase Materiales y 
Métodos, apartado 7.2.2.3, fig. 3MM) como sistema de producción proteica, por la 
posibilidad de obtener altas cantidades de proteína, permitir la rápida y fácil selección de 
las células productoras (en comparación con otros sistemas de producción eucariotas) y 
facilitar el proceso de purificación de las proteínas generadas. En este sentido, el proceso 
de purificación se facilita puesto que éstas FP son liberadas al sobrenadante, evitando así 
procesos de desnaturalización y renaturalización de los enzimas con agentes caiotrópicos 
fuertes como el guanidinio clorhídrico o la urea (procesos necesarios cuando las proteínas 
a purificar se encuentran en cuerpos de inclusión). 
Tras la transfección, selección e inducción celular demostramos la presencia de la 
proteína de fusión SA-UK-T mediante western blot en el medio celular (fig. 15R), pero 
también tras su purificación del medio a través de columnas de afinidad (figs. 16R a, b y 
c). Es importante resaltar que la migración electroforética de la SA-UK-T coincide con el 
peso molecular esperado (fig. 15R) tanto en condiciones pseudonativas, donde no se 
afecta la estructura cuaternaria de la FP (aproximadamente 190 kDa), como en 
condiciones desnaturalizantes, mostrando una banda hacia los 45 kDa (13 kDa de la SA y 
35 kDa de la UK-T). Esto nos indica la formación de homotetrámeros de SA-UK-T del 
mismo modo que ocurre con la SA original. Esto es de suma importancia puesto que el 
bolsillo hidrofóbico de unión a la biotina en la SA se encuentra entre dos subunidades de 
la misma (véase PDB 2IZF). Además, ciertos mutantes en los que se desestabiliza el 
tetrámero disminuyen la afinidad por la biotina en comparación con la SA tetramérica, en 
varios órdenes de magnitud [217]. La tetramerización de la SA-UK-T sería ventajosa 
puesto que cabría esperar una mayor carga fibrinolítica unida a los RBCb, amplificando la 
dosis administrada y facilitando la obtención de dosis terapéuticas in vivo. Esto permitiría 
además reducir el número de RBC modificados y disminuir el grado de biotinilación. Como 
hemos visto, las dosis de drogas fibrinolíticas podrían ser incluso inferiores a las utilizadas 
en la clínica actual, como demostramos en nuestros experimentos con la Ret, donde la 
necesidad de administrar niveles entre 2-10 mg/kg en ratón [284] baja a niveles en torno 
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a los 0,5 mg/kg (fig. 4R a). Por otro lado, el aumento de la vida media de un fibrinolítico 
asociado al eritrocito, puede disminuir la cantidad de droga necesaria en circulación 
considerablemente, de hecho, trabajos previos demostraron que dosis del orden de 0,06 
mg/kg [214] mantenían un efecto tromboprofiláctico adecuado y, por lo tanto, no sería 
necesario aplicar dosis comparables a las utilizadas en los tratamientos agudos (0,5-2 
mg/kg). En este sentido, para alcanzar dosis del orden de los 0,04 mg/kg en el paciente 
podríamos realizar modificaciones leves de los eritrocitos en la propia bolsa de transfusión 
para posteriormente administrársela, generando los complejos RBCb-FP en una población 
muy limitada de eritrocitos y no directamente sobre todos los RBC circulantes (como 
ocurría en el caso de los Ter119-PA). 
 
Mantenimiento de la unión del núcleo de SA. 
La similitud del comportamiento tetramérico de la FP y la SA original era 
observada en el análisis de la estructura tetramérica por espectrometría de masas (figs. 
17R a y b). Además, la capacidad de unión de la FP a proteínas biotiniladas fijadas a 
pocillo (figs. 18R a, b y c) apoyan la funcionalidad de la SA en la fusión. También, al 
analizar el núcleo fibrinolítico de la SA-UK-T, éste demuestra su capacidad de permanecer 
latente hasta su activación por la presencia de trombina (figs. 18R c-e). Esto es de vital 
importancia, dado que, por un lado, preserva la actividad de la droga con el tiempo (al 
circular protegido del efecto de sus inhibidores plasmáticos) y, por otro, preserva la 
consumición o el ataque de ciertas proteínas del sistema hemostático que pudieran ser 
dañadas debido a una continuada actividad del fibrinolítico en la circulación sanguínea 
(Fg, Plg, entre otras), como se había visto con anterioridad en otras FP que portaban PA 
activos en todo momento, las cuales consumían selectivamente las moléculas de Fg 
existentes en la circulación del ratón [77].  
La proteína de fusión mantenía las características de unión y actividad para las que 
había sido diseñada, no obstante es su unión al eritrocito portador lo que determinaría su 
correcto diseño para la tromboprofilaxis. En consonancia con los resultados obtenidos 
sobre proteínas fijadas a pocillos, la SA-UK-T mostraba una unión específica y creciente 
de forma paralela al grado de biotinilación de la superficie eritrocitaria (fig. 19R a). Es 
importante resaltar, que la unión observada sobre los RBC modificados con el reactivo de 
biotina de brazo espaciador corto, era muy inferior a la observada sobre eritrocitos 
modificados con el de brazo espaciador más largo. La necesidad de incorporar brazos 
espaciadores entre el grupo NHS del reactivo y el residuo de biotina, es indispensable 
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para separar a la molécula de biotina de la superficie eritrocitaria, donde posiblemente 
sea el glicocalix eritrocitario el principal responsable de la limitación de la interacción 
biotina-SA. Incluso la propia molécula comercial de SA, no era capaz de unirse a la 
superficie de eritrocitos modificados con un reactivo de biotina sin brazo espaciador [222]. 
En el caso que nos ocupa, el gran tamaño de la FP (190 kDa) con respecto a la SA 
comercial (52 kDa) requiere de esa mayor extensión en la separación. Además, los 
propios núcleos de la UK-T en la fusión, podrían comprometer el acercamiento y la 
correcta interacción de la biotina, fijada en la superficie eritrocitaria, con el bolsillo 
hidrofóbico de la SA de la proteína de fusión, lo que se vería beneficiado con la 
introducción del brazo espaciador extra de la biotina (fig. 19R a). Estas observaciones 
también podrían explicar la relativa limitación de la unión de la SA-UK-T a los RBCbx 
donde si compararamos el número de moléculas de SA-UK-T unidas a la superficie de los 
RBCb30 frente al número de moléculas de SA, podríamos ver como la SA-UK-T incorpora 
12 veces menos moléculas a la superficie del portador. La unión de SA-UK-T sobre los 
RBCb30, grado de biotinilación más viable de los analizados previamente in vivo (figs. 6R a 
y b), asciende a 9.000 moléculas, cantidad que podría parecer algo limitada, sin embargo, 
hay que entenderla en función del número de núcleos fibrinolíticos (4 por cada molécula 
de proteína de fusión). Así, los niveles de agente fibrinolítico presentados por célula 
portadora estarían en torno a las 36.000 moléculas de UK-T, niveles similares a los 
obtenidos con la Ter119-UK-T, la cual demostró una gran eficacia tanto in vitro como en 
modelos de trombosis en ratones [79]. La unión de la proteína de fusión a la superficie 
eritrocitaria se mantenía estable durante las primeras 48 horas, conservando 
prácticamente el 95% de la unión inicial pasadas 24 horas y produciéndose un descenso 
significativo durante las siguientes 24 horas (fig. 19R b). Dicho desprendimiento de la 
superficie eritrocitaria podría ser un reflejo de esas limitaciones de unión mencionadas 
anteriormente que podrían alterar la estabilidad del complejo RBCb/SA-UK-T. 
 
Potencial viabililidad de los complejos. 
Estos resultados y nuestro interés en establecer la viabilidad de los complejos, nos 
llevó a modificar los eritrocitos con distintos grados de biotina entre los 10 y los 100 M. 
Todos ellos eran capaces de generar complejos RBCbx/SA-UK-T sin presentar hemólisis 
reactiva tras su incubación con el suero sanguíneo (fig. 20R a). Esto sugiere la ausencia 
de puentes intracelulares mediados por la unión de la SA-UK-T a múltiples biotinas 
incorporadas sobre las proteínas de superficie del eritrocito, entre las que se encuentran 
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las proteínas controladoras del complemento (por ejemplo el factor de decaimiento 
acerlerado “DAF” y CD59). Lo que se puso de manifiesto en la incorporación de moléculas 
de SA comercial sobre eritrocitos biotinilados con el reactivo NHS-LC-biotina, en el rango 
de 70-400 M, donde se observaba que dichos eritrocitos sufrían una hemólisis reactiva 
en presencia de suero, pero no en presencia del suero inactivado por calor. Dicha 
hemólisis mediada por el complemento, parecía ser la resultante de la eliminación de 
estos eritrocitos una vez administrados in vivo [258]. Por todo ello, la inexistencia de 
dicha hemolisis reactiva apoya en cierta medida una potencial estabilidad de los 
complejos. Esta verificación era necesaria, ya que el incremento de la biotinilación 
eritrocitaria con la NHS-LC-LC-biotina produce una unión de SA-UK-T que llama la 
atención, puesto que no solo se alcanza un máximo a la concentración de 100 M, sino 
que al aumentar el grado de biotinilación a 200 M disminuye la incorporación de la SA-
UK-T (fig. 19R a). Este hecho podría estar reflejando la generación de posibles puentes 
intracelulares entre diversas proteínas biotiniladas de la superficie del portador y una 
misma molécula de SA-UK-T. La formación de estos puentes entre las proteínas 
reguladoras del complemento lleva asociada la deposición de las moléculas de C3b en la 
superficie eritrocitaria modificada. La disminución en la incorporación de moléculas de FP 
con el aumento de la biotinilación, podría ser debido al fomento de dichas uniones 
múltiples, haciendo plausible la explicación de la disminución de residuos de FP sobre un 
mismo portador [246]. Además, independientemente del grado de modificación 
eritrocitaria empleado, no se produjo la agregación de los complejos (fig. 19R b), lo cual 
indica que al menos no existe una agregación de eritrocitos que pudiera estar mediada 
por múltiples enlaces de una misma molécula de fusión entre biotinas pertenecientes a 
distintos eritrocitos portadores. 
 
Mantenimiento de la actividad fibrinolítica. 
Al estudiar la actividad fibrinolítica in vitro de los complejos observamos como la 
unión creciente de la proteína de fusión a los RBCbx conlleva una actividad fibrinolítica 
más rápida al portar un mayor número de moléculas asociadas (figs. 21R a y b). Cabe 
resaltar como los coágulos se lisan cuando los complejos RBCbx/SA-UK-T se incorporan 
durante la generación de los mismos, donde la trombina está continuamente presente 
para catalizar la polimerización de la Fn, pero también para activar al núcleo fibrinolítico 
(UK-T) latente. Sin embargo, al añadirlos sobre coágulos maduros su disolución es 
residual. Esto es debido a que la trombina existente en el medio de generación del 
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coágulo, indispensable para activar el núcleo fibrinolítico de la UK-T en la FP,  está 
restringida al núcleo del mismo donde los RBCb/SA-UK-T no tienen acceso. Pero si el 
complejo es preactivado en presencia de trombina, antes de incorporarlo al ensayo 
fibrinolítico, también se produce la fibrinolisis completa de estos coágulos, pero al actuar 
desde el exterior el tiempo de lisis es muy superior (60 % de lisis a las 5 horas para los 
RBCb30/SA-UK-T, fig. 21R b) al de los complejos incorporados en el interior del coágulo en 
formación (100% lisis antes de las 2 horas, fig. 21R a). Este comportamiento, convierte a 
la UK-T en el fibrinolítico de elección para la formación de los complejos, puesto que 
preserva el coágulo hemostático y demuestra actividad profiláctica en los coágulos de 
nueva formación (fig. 22R). 
 
La circulación y actividad tromboprofiláctica de los RBCb/SA-UK-T. 
Estos complejos no solo deben presentar actividad fibrinolítica in vitro, sino que 
también deben demostrar su viabilidad y actividad una vez inyectados. Basándonos en los 
resultados obtenidos (figs. 6R a y b) donde buscamos el grado de biotinilación más alto 
que diese complejos RBCb/SA viables, decidimos comprobar la circulación de los 
conjugados RBCb30/SA-UK-T. Debido a que los RBCb100/SA-UK-T no mostraban ni 
hemolisis reactiva por complemento, ni agregación, y además poseían una unión algo 
superior a la mostrada por los RBCb30, también los incluimos en la comparación. Así, 
mientras los RBCb100 mostraron una circulación muy pobre, desapareciendo prácticamente 
durante los primeros 60 minutos, los RBCb30 se mantenían de un modo estable en la 
circulación (fig. 23R). Sin embargo, aunque los RBCb30/SA-UK-T mostraron una circulación 
muy estable a partir de los 30 minutos, se ponía de manifiesto una caída más 
pronunciada durante esos primeros minutos. Esto podía ser reflejo de la eliminación de 
aquellos eritrocitos que, durante el proceso de modificación y marcaje radioactivo, 
hubiesen quedado dañados, permaneciendo el resto en circulación de un modo 
prácticamente constante durante las primeras 3 horas y perdiendo tan sólo un 15% en las 
siguientes 5 horas. La proteína de fusión se mantiene paralela en cuanto a su circulación 
y biodistribución al portador eritrocitario, aunque su unión inicial cae sensiblemente una 
vez que comienza a circular, de este modo la presencia del portador en sangre ronda el 
60% durante las primeras horas, mientras que la de la proteína conjugada se estabiliza 
en el 30% (figs. 24R a-d). Dicha caída pone de manifiesto dos tipos de unión, una muy 
estable correspondiente al 30% de proteína en circulación, y otra fácilmente desprendible 
de la superficie eritrocitaria (el otro 50% de diferencia circulatoria con el portador). Esta 
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idea podría correlacionarse con la perdida in vitro de la unión entre las 24 y las 48 horas, 
donde cayó aproximadamente en un 35% (fig. 19R b). El rápido desprendimiento 
observado in vivo se pone de manifiesto con tanta celeridad debido a la fuerza de la 
circulación y los cambios de forma del eritrocito necesarios para atravesar los lechos 
capilares. No obstante el número de moléculas presentes en circulación sería suficiente 
para otorgar dosis de 0,075 mg/kg, lo que permitiría proteger al organismo de la 
formación de coágulos patológicos. De hecho, la extracción de sangre de los animales 
inyectados tras 8,5 horas de circulación, muestran como la carga fibrinolítica de los RBC 
en circulación es capaz de degradar espontáneamente los coágulos generados con dicha 
sangre (fig. 25R), demostrando que I) la droga se mantiene en todo momento en 
circulación, II) se encuentra suficientemente protegida de inactivación y III) se activa tras 
la contribución de la trombina endógena necesaria para generar el coágulo. 
 
Explorando nuevas posibilidades. SA:SA-UK-T. 
Con la intención de mejorar los resultados tan prometedores logrados con la SA-
UK-T quisimos aumentar la carga fibrinolítica sobre los RBC, así como incrementar la 
estabilidad de la unión. Por tanto, nos propusimos disminuir el número de grupos UK-T en 
la proteína generada, eliminando de esta manera los grupos voluminosos de la proteína 
final. Esto debería repercutir produciendo un aumento de la estabilidad de la unión y 
posiblemente un aumento del número de moléculas de proteína unidas en la superficie 
del eritrocito biotinilado. Con este fin, desarrollamos la formación de tetrámeros mixtos 
entre la SA y la SA-UK-T. Para ello, cotransfectamos las células S2 con distintas relaciones 
molares de los plásmidos que contienen SA y SA-UK-T. En este sentido, el resultado era 
incierto, ya que no podíamos predecir la tetramerización quimérica entre la SA y la SA-UK-
T, por lo que realizamos diferentes transfecciones, modulando la contribución de los 
distintos plásmidos. Con esta aproximación, obtuvimos finalmente una mezcla de distintas 
proteínas de fusión, que tras un estudio electroforético, mostraban diferentes pesos 
moleculares en función del número de residuos de SA (no fusionada a UK-T) incorporada 
de acuerdo con las predicciones teóricas. Es decir, generamos proteínas de fusión 
quiméricas que mostraban relaciones SA:SA-UK-T en el tetrámero iguales a 1:3, 2:2, 3:1 
y 0:4 (figs. 26R a, b y 27R a). Si bien la presencia de 4:0 también la presuponemos no 
podemos demostrarla, puesto que utilizamos un Ac anti-UK para revelar el western blot y 
la purificación la realizamos por afinidad hacia un epítopo presente en la UK-T. En ningún 
caso se aisló únicamente la proteína de fusión cuya contribución fuese una sola especie, 
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por lo que para purificar las distintas especies de la mezcla, realizamos una elución 
controlada por gradientes de pH. De este modo pretendíamos separar a mayores pH 
aquellas proteínas con un menor número de epítopos reconocibles por la columna de 
purificación y viceversa. Sin embargo, el resultado fue el contrario, ya que purificamos 
(aunque nunca por completo) aquellas FP de menor número de residuos SA-UK-T a un pH 
menor. El compuesto final mayoritario fue el 2:2, y pese a demostrar una unión específica 
sobre proteína biotinilada fijada a pocillo, la unión de dicha quimera de la 2 SA:2 SA-UK-T 
no sobrepasaba las 1.700 moléculas de FP/RBCb30-40. Estos resultados podrían explicarse 
por una tetramerización inadecuada, una purificación limitada de las especies, la cual 
produciría bloqueos en la unión de las FP preferidas frente al de otras FP de mayor 
voluminosidad, o simplemente, la incapacidad de los tetrámeros de reaccionar con la 
biotina de los eritrocitos.  
 
mFP: un profármaco de unión universal con antídoto. 
Debido a estos resultados adversos, decidimos diseñar una nueva proteína de 
fusión, que siguiera los principios de disminución del tamaño de la misma para evitar los 
posibles impedimentos estéricos y ganar en la estabilidad de la unión, pero sin dejarlo a la 
suerte de una tetramerización aleatoria. En este caso, nos propusimos realizar una FP que 
fusionase la UK-T con una SA monomérica. 
Puesto que existe la posibilidad de producir variantes monoméricas de la SA 
mediante mutagénesis dirigida (sustituyendo tan sólo un aminoácido), nos propusimos 
comprobar la viabilidad de la molécula de fusión generada (mFP). Un aspecto importante 
de este tipo de variantes es, que la no tetramerización de los monómeros de SA ocasiona 
un descenso de la afinidad por la biotina (Kd=10
-14 M de la SA frente a 8,9x 10-9 M de la 
variante monomérica [219]). Dicha disminución de la afinidad, podría provocar una 
pérdida de la estabilidad de los complejos los cuales podrían desprenderse, especialmente 
en aquellas situaciones forzadas como el flujo sanguíneo. No obstante, la afinidad de la 
SA monomérica por la biotina se mantendría en niveles comparables a los de la unión de 
un Ac frente a su antígeno (cuyas Kd varían de 10
-5 a 10-11 M [183]), siendo la Kd de la 
mayor parte de los Ac utilizados en clínica <10-10 M. En este sentido, Ter119-UK-T 
proporcionaba una circulación estable asociada al eritrocito en el ratón [79]. Por lo tanto, 
si con la mFP conseguíamos niveles de unión similares a los de Ter119 esperaríamos 
lograr resultados comparables acordes con nuestros objetivo tromboprofilácticos. 
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La modificación de la SA radicaba en la mutación de la posición 117, donde 
sustituíamos un Asp por una Ala (apartado 7.2.2.2 de Materiales y Métodos). Así, la 
proteína de fusión purificada a partir del medio celular (D117A SA-UK-T o mFP), era una 
proteína que en su 97% presentaba un PM de 47 kDa coincidente con el núcleo 
monomérico de la SA-UK-T (fig. 28R b y c). Cabe destacar que la mFP era capaz de unirse 
con una gran eficiencia a la superficie eritrocitaria viéndose favorecida, al igual que 
ocurría con la SA-UK-T tetramérica, en el caso de la modificación eritrocitaria con la NHS-
LC-LC-biotina, y no con la del brazo espaciador más corto (figs. 19R a y 29R a). De este 
modo, alcanzamos un máximo de 140.000 moléculas de mFP/RBCb40, incluso los valores 
de unión sobre los RBCb30 (80.000 moléculas de mFP) o RBCb10 (50.000 moléculas) 
sobrepasaban a los máximos obtenidos con la SA-UK-T tetramérica, siendo esta una 
disposición de unión más favorable para el núcleo fibrinolítico y cuyos niveles eran muy 
similares a los de la unión de la propia SA comercial. En consonancia, estos complejos 
mostraban una mayor estabilidad de la unión in vitro  con los RBCb30, manteniéndose un 
85% tras 72 horas de su formación (fig. 29R b), frente al 65% que mostraba la SA-UK-T 
a las 48 horas (fig. 19R b). Tampoco, los complejos RBCb10-200/mFP mostraron agregación 
eritrocitaria (fig. 29R d), lo que sugería un complejo potencialmente estable en 
circulación. Como dijimos anteriormente, la utilización de una SA monomérica causaría 
una disminución de la afinidad del núcleo de SA por la biotina, lo cual pese a parecer una 
desventaja inicial se convierte en una característica beneficiosa, ya que la unión de la mFP 
al eritrocito podría ser revertida en presencia de la SA comercial, obteniendo un complejo 
con una duración controlable. De hecho, un 50% de la unión de mFP a los RBCb30 se 
elimina en presencia de un exceso de SA (fig. 29R c). Por otro lado, la mFP también 
mantenía una actividad fibrinolítica latente, la cual era activada en presencia de trombina 
(fig. 30R a-e). Al igual que ocurría con la SA-UK-T libre, la capacidad fibrinolítica de la 
mFP es comparable a la de la molécula de tPA (fig. 30R b). Además, el desplazamiento 
efectivo inducido por la SA producía un descenso de su actividad fibrinolítica (fig. 30R e), 
generando un complejo tromboprofiláctico para el que tendríamos un potencial antídoto 
en el momento en que su efecto no fuese necesario [220]. 
 
Los RBCb/mFP representan una nueva aproximación tromboprofiláctica. 
Los complejos generados demostraron tener una circulación muy estable para los 
RBCb5 (figs. 31R y 32R a), los cuales eran capaces de unir 30.000 moléculas de mFP, 
cantidades comparables a las logradas con la Ter119-UK-T citada con anterioridad [79]. 
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De nuevo, esta unión permitiría alcanzar dosis equiparables a 0,08 mg de tPA/kg. Dicha 
estabilidad circulatoria del portador, cae en un cierto grado durante los primeros minutos 
tras la inyección del complejo, probablemente debido a la eliminación de aquellos 
complejos más lábiles que no aguanten suficientemente el proceso de modificación y 
marcaje radiactivo eritrocitario, pero que una vez eliminados, se mantienen estables en la 
circulación durante el tiempo analizado (24 horas). Es importante remarcar que la mFP 
circula unida a su portador, el RBCb5, y por tanto, la mFP del complejo presenta una 
farmacocinética paralela a la del eritrocito (fig. 32R a), mientras que la mFP libre se 
elimina rápidamente del torrente sanguíneo. Además, la distribución en sangre de la mFP 
libre se encontraba en la fracción plasmática, mientras que la mFP asociada a los RBCb5 
se encontraba en el sedimento celular, o lo que es lo mismo, unida a su portador (fig. 32R 
b). La distribución orgánica de la mFP conjugada al eritrocito se presenta 
fundamentalmente en la sangre, mientras que también puede aparecer en baja cantidad 
en el hígado y bazo (figs. 32R c y d). No obstante, la distribución de la mFP en estos 
órganos de eliminación, hígado (órgano detoxificador por excelencia) y bazo (principal 
órgano de eliminación de eritrocitos senescentes o dañados), se producía de forma 
paralela para ambas especies, portador y mFP (figs. 32R c y d). Y aunque es más 
importante durante la primera hora, los valores disminuyen con el tiempo. Estos 
resultados reflejan la eliminación inicial de los eritrocitos que no aguantaron la 
modificación o el marcaje radioactivo y cuyo metabolismo requiere un tiempo para que la 
marca radiactiva desaparezca de ellos. A la vista de estos datos, la mFP circula asociada a 
su portador de un modo estable y a pesar de la menor afinidad teórica entre la mFP y la 
biotina, es remarcable, que la circulación de la mFP conjugada y los eritrocitos portadores 
sea prácticamente idéntica durante las primeras 3 horas. A pesar de que estos niveles 
decaen ligeramente con el tiempo, la mFP sigue demostrando un perfil paralelo al del 
portador y tras 15 horas de circulación, aún mantiene un 25% de la carga inicial asociada 
a los eritrocitos. Estos niveles proporcionarían aún una dosis interesante en circulación, 
del orden de los 0,5 nmol/kg. De hecho, la dosis presente en circulación a las 20 horas es 
capaz de producir un efecto tromboprofiláctico similar al observado con la sangre extraída 
de los ratones tras 3 horas de circulación (fig. 33R), lo que convierte a esta mFP en una 
aproximación que suscita grandes expectativas en sus posibles aplicaciones.  
Los experimentos realizados hasta el momento poseen un gran interés, y la 
proteína de fusión está siendo generada en el laboratorio con el fin de obtener cantidades 
suficientes para ampliar los experimentos in vivo, en los cuales establecer con mayor 
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precisión a) la duración de la droga en circulación durante tiempos más prolongados, b) el 
mantenimiento de la capacidad fibrinolítica tras su circulación y c) su capacidad 
tromboprofiláctica en modelos trombóticos existentes en ratón, tanto a nivel arterial 
(generados en zonas de alto flujo sanguíneo como la arteria carótida) como venoso 
(generados en zonas de bajo flujo sanguíneo como la vena yugular). 
Todos estos experimentos propuestos favorecerían la aproximación a la clínica, de 
este agente terapéutico tan prometedor, con el fin de desarrollar una terapia actualmente 





El trabajo realizado en el presente estudio nos permite alcanzar las siguientes 
conclusiones: 
 
1. Los análisis presentados sobre los efectos fibrinolíticos de los PA de uso clínico o 
asociados a los eritrocitos, ponen de manifiesto la necesidad de cuidar muy bien las 
plataformas experimentales utilizadas. Así, el empleo de coágulos de composición 
poco controlable puede llevar a consideraciones erróneas en el comportamiento de 
diversas drogas. 
2. Los resultados expuestos sobre los PA libres utilizados presentan a la Ret como la 
droga más eficiente para la degradación de coágulos en un modelo de embolia 
pulmonar, donde los trombos existentes tendrán una menor contribución de los 
inhibidores y la llegada de la droga será inmediata por ser el pulmón el primer órgano 
de paso. Además la Ret presenta una mayor capacidad de difusión al coágulo 
favoreciendo su eliminación tanto desde el exterior como desde su interior.  
3. La conjugación de los PA a la superficie de los eritrocitos mantendría a la droga en 
circulación por tiempos prolongados, por tanto la droga más favorable para asociarla a 
los RBC sería aquella que mostrase una mayor resistencia a su inhibición. Los 
experimentos iniciales demuestran que la TNK es el PA más resistente a PAI-1, su 
principal inhibidor, por lo que sería la droga de elección.  
4. Podemos formar conjugados covalentes bimoleculares entre la SA y los PA a través de 
los agentes bifuncionales SATA y SMCC. Modificaciones moderadas de las proteínas 
con estos agentes mantienen la capacidad de unión de SA y la actividad fibrinolítica de 
los PA. No obstante, la generación de los complejos finales con los eritrocitos no es 
controlable y obtenemos bajos rendimientos de producción y purificación que nos 
limitan para generar los complejos perseguidos. 
5. La imposibilidad de generar conjugados químicos adecuados conlleva a diseñar 
proteínas de fusión que combinan los núcleos de la SA y el PA. Un diseño más 
específico del agente fibrinolítico descubre que un PA latente es más eficiente que uno 
que ofrezca cierta resistencia a los inhibidores, ya que mientras no esté activado no es 
sensible a dicho efecto inhibitorio y solo sería activo en el entorno trombótico.  
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6. Las SA-UK-T tetraméricas generan complejos RBCb/SA-UK-T fibrinolíticamente activos 
y relativamente estables en circulación. No obstante, estas proteínas de fusión 
demuestran un importante desprendimiento de la carga terapéutica lo que limitaría su 
potencial aplicación en clínica. 
7. La SA-UK-T monomérica muestra una elevada afinidad y estabilidad en los complejos. 
Además, la reversibilidad de unión de la droga al portador hace que su actividad 
pueda eliminarse de forma controlada. lo que convierte a esta proteína en un sistema 
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